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Versuche zum Mechanismus der Fluoridwirkung. 
Von 
Fr. Lipmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 14. Marz 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Von dem Fluorid und ahnlich dem Oxalat ist lange bekannt, 
daB Spaltungsvorgange in kleinen Konzentrationen gehemmt werden. 
So wurde wohl zuerst von Lépine' gefunden, daB die Glykolyse im 
Blute durch Fluorid und Oxalat gehemmt wird; ebenso ist bekannt, 
daB beide Stoffe die alkoholische Girung sowohl in lebender Hefe 
als im Hefeextrakt in kleinen Konzentrationen hemmen?. Nach 
O. Meyerhof hemmt schon etwa n/500 Fluorid die Garung im Hefe- 
extrakt fast vollstandig. Dagegen sind die meisten hydrolytisch spalten- 
den Fermente unempfindlich; eine Ausnahme machen die Lipasen, 
die nach Loevenhari und Peirce* schon durch auBerordentlich kleine 
Fluoridkonzentrationen gehemm:. werden, wobei die HemmungsgréBe 
jedoch vom Milieu, vom Substrat und von dem Reinheitsgrad und 
der Herkunft des Ferments abhiagt. Im Adubersten Falle wird die 
Leberlipase schon durch 1.10~7n NaF gehemmt. Aus Versuchen 
in diesem Institut ergab sich, daB nicht nur die Hydrolyse des Eiweibes, 
sondern auch die der Zucker, insbesondere auch die Spaltung des 
Glykogens durch die Muskeldiastase gegen Fluorid fast unempfindlich 
ist*. Nach Harden und Young fiihrt die alkoholische Garung der Hefe 
und ebenso nach Embden die Milchséurebildung im Muskel iiber einen 
Ester, niimlich Hexosephosphorsaure; und zwar ist in beiden Fallen 
vermutlich derselbe Ester, namlich die Robisonsche Hexosemono- 
phosphorsaure das eigentliche Zwischenprodukt des Zerfalls. Es war 
daher die Frage, ob vielleicht die Hemmung der Milchsaiurebildung 
durch Fluorid letzten Endes auf einer Hemmung der Hydrolyse dieses 
Phosphorsaureesters beruhen kénnte. 


1 Zit. nach Ivar Bang, Blutzucker, 8. 156. Bergmann 1913, 

2 Siehe z. B. Euler-Lindner, Chem. d. Hefe u. d. alkohol. Garung, 
8. 298, 312. 

% Journ. biol. Chem. 2, 397, 1905; Amberg und Loevenhart, ebendaselbst 
4, 419, 1907; Peirce, ebendaselbst 16, 5, 1913. 

* Siehe K. Lohmann, diese Zeitschr. 178, 453, 1926. 








F. Lipmann: 


Embden hatte gefunden, daB Fluorid in. zerschnittener Muskulatur 
eine Anhaufung von Hexosediphosphorsiure herbeifiihrt, was er auf 
eine Verschiebung des Gleichgewichts der Reaktion: Hexose — Phos- 
phorsiure —~— Hexosephosphorsiure in Richtung der Synthese zuriick- 
fiihrte. Nach Meyerhof ist jedoch die Erklirung dieses Befundes eine 
andere: Die Anhaufung der Hexosediphosphorsiure geschieht nicht 
durch Verschiebung des Gleichgewichts oder eine andere Art der 
Svnthesebegiinstigung, sondern allein durch die Hemmung des Zerfalls 
des intermediar entstandenen Phosphorsiureesters (Hexosemono- 
phosphorsaure), der deshalb unter Ausbleiben der Milchsdéurebildung 
in die gegeniiber dem Muskelenzym stabilere Form, namlich Hexose- 
diphosphorsaure tibergeht. Diese Vorstellung lieB sich experimentell 
beweisen. Insbesondere wirkte das Fluorid in gewissen Konzentrationen 
in der Reaktionskette: 

I. Hexose — 1 Phosphat —> Hexosemonophosphat; 
II. a) 2 Hexosemonophosphat —> 2 Milchsiure -+ Hexosediphosphat ; 

b) Hexosemonophosphat + Phosphat —> Hexosediphosphat 


nur auf die Reaktion Ila, wahrend die Reaktionen I und IIb weiter 
ablaufen konnten. Allerdings ist diese Erklarung nur dann zulissig, 
wenn Hexosediphosphorsdure unter anaeroben Bedingungen zwar aus 
Zucker und Phosphat entstehen bzw. sich anreichern kann, nicht 
aber aus Milchsaéure und Phosphat. Diese letztere Méglichkeit war 
zwar von Embden und seinen Mitarbeitern auf Grund des von ihnen 
beobachteten Schwundes der Milchsiure in Gegenwart von Fluorid 
angenommen; doch konnte kiirzlich gezeigt werden', daB tatsichlich 
anaerob kein Schwund von Milchsdure in der Muskulatur stattfindet. 
Die Anhaiufung des Esters unter Fluoridwirkung mu8 somit allein auf 
die Hemmung der Spaltung zuriickgefiihrt werden. 

Heichzeitig konnte der Zusammenhang der Milchsaurebildung mit 
der Atmung in der Muskulatur durch die Einwirkung des Fluorids 
weiter geklirt werden. Bereits Loebel? hatte in diesem Institut gezeigt, 
daB die Atmung von Siugetiergewebe weniger fluoridempfindlich ist 
als die Milchsaurebildung. Nun hangt aber die AtmungsgréBe im Muskel 
von der Milchsaiurebildung ab. Es war daher zu fragen, wie sich die 
Atmung zerschnittener Muskulatur im Vergleich zur Milchsdurebildung 
unter diesen Umstinden verhalt; und die gleiche Frage ergab sich 
auch gegeniiber der Veratmung und Aufspaltung der Glycerinphosphor- 
saure durch extrahiertes Muskelgewebe. 

Zum Vergleich wurde neben der Spaltung der verschiedenen 
Phosphorsaureester (Hexosediphosphorsiure, Hexosemonophosphor- 


1 F, Lipmann, diese Zeitschr. 191, 442, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 161, 219, 1925. 
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Mechanismus der Fluoridwirkung. 5 


siure, Glycerinphosphorsiiure) auch das Verhalten verschiedener 
Phosphatasen, auBer der aus Muskulatur und Hefe auch Takadiastase, 
und Phosphatase aus Nierengewebe herangezogen. 
Die Arbeit wurde auf Vorschlag und unter Leitung von Herrn 
Meyerhof ausgefihrt. 
Ich teile die Versuche in folgender Reihenfolge mit: 
I. Die Hemmung der hydrolytischen Spaltung von Phosphor- 
siureestern durch Fluorid. 
II. AtmungsgréBe und Oxydationsquotient der Muskulatur in 
Gegenwart von Fluorid. 
III. Spaltung und Oxydation von Glycerinphosphorsaiure durch 
extrahierte Muskulatur unter EinfluB von Fluorid. 


Il. Die Hemmung der hydrolytischen Spaltung von Phosphorsdureestern 
durch Fluorid, 

Die hydrolytische Spaltung der Phosphorsdureester bewirkte ich 
vor allem durch stark ausgewaschene Muskulatur. Wahrend durch 
cofermentarmes Muskelgewebe Hexosediphosphorsiure noch in Milch- 
siure gespalten werden kann — Hexosemonophosphorsaure bendétigt 
dagegen ebensoviel Coferment wie Glykogen —, hért bei vélliger Ent- 
fernung des Coferments und seiner Begleitstoffe die Milchsaurebildung 
auch aus Hexosediphosphorsiure auf, wie inzwischen von-O. Meyerhof, 
K. Lohmann und K. Meyer festgestellt wurde. Die hydrclytische Ab- 
spaltung des Phosphats geht jedoch weiter. Das gleiche gilt fiir die 
Spaltung der Hexosediphosphorsaure durch Hefepraparate'. SchlieBlich 
laBt sich auch Glycerinphosphorsiure durch Muskulatur hydrolytisch 
spalten. Wie friiher gezeigt®, wird die Glycerinphosphorsaure durch 
maBig stark ausgewaschene Muskulatur nicht nur gespalten, sondern 
gleichzeitig oxydiert. In stark ausgewaschener Muskulatur, speziell 
bei Benutzung von Sommerfréschen, ist die Oxydation jedoch nur 
ganz geringfiigig, die Phosphatabspaltung aber unveriindert stark, so 
daB in diesem Falle wesentlich nur die Hydrolyse untersucht wird. 


Methodik. 


Das Phosphat wurde kolorimetrisch nach Fiske in der Modifikation 
von K. Lohmann und L. Jendrassik*® bestimmt. Dafiir wurde die Suspension 

' Noch nicht publizierte Versuche. In diesem Punkte miissen die 
bisherigen Angaben iiber die Vergérung der Hexosediphosphorséure in 
ganz cofermentarmer Lésung priziser gefaBt werden (s. O. Meyerhoj, 
Naturw. 14, 1175, 1926). Die Lésung kann zwar cofermentarm, darf 
aber nicht véllig cofermentfrei sein. Vgl. auch A. Gottschalk, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 170, 264,; 178, 184, 1927. Anmerkung von O. Meyerhof. 

2 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 70ff., 1919. 

% Diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 
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Mechanismus der Fluoridwirkung. 7 


zerschnittener Muskulatur mit 10°,iger Trichloressigséure enteiweiBt, ab- 
zentrifugiert, die Lésung filtriert und ein aliquoter Teil zur kolorimetrischen 
Bestimmung benutzt. Die Muskulatur wurde fiir die Versuche in isotonischer 
NaCl-Lésung aufgeschwemmt, unter Zugabe von Fluorid und Phosphor- 
sdureester bei 20° im Thermostaten mehrere Stunden geschiittelt, je nach 
der Versuchsanordnung unter Fiillung des Gasraumes mit Sauerstoff oder 
Stickstoff. Stets wurde zur Kontrolle auch das von der Muskulatur ohne 
Zusatz von Estern abgegebene anorganische Phosphat wie auch der Gehalt 
der Ester (ohne Zugabe von Muskulatur) an Phosphat gesondert bestimmt. 
Beide Mengen waren jedoch in der Regel nahezu Null. Als Hexosediphosphor- 
sdure verwandte ich das Magnesiumsalz von Bayers Farbwerken, als Hexose- 
monophosphorséure den Neubergschen Ester, dessen Bariumsalz von 
Dr. K. Lohmann aus Hexosediphosphorséure dargestellt war. Als Glycerin- 
phosphorséure benutzte ich sowohl das Mercksche Praparat wie das von 
Loebinger, die verschieden wirksam waren. 


In der Tabelle I ist eine Reihe von Versuchen mit den genannten 
Phosphorsaureestern zusammengestellt. Die Hemmung ist in allen 
drei Fillen sehr ahnlich, doch scheint die Hemmung in der Richtung 
Glycerinphosphorsiure — Hexosediphosphorsiure — Hexosemonophos- 
phorsiure abzunehmen. Immerhin wirkt n/500 Fluorid noch um 50% 
hemmend im letzteren Falle. AuBer den Versuchen mit zerschnittener 
Muskulatur ist unter Nr. 5 auch ein solcher mit Froschmuskelextrakt 
angefiihrt. Die Hemmung ist hier von ahnlicher GréBe. Zur Aufhebung 
der Milchsaurespaltung wurde der Extrakt eine Stunde bei 37° erwarmt. 

. : 
Versuch 4a (zu Tabelle I). 
Zum Vergleich: Milchséurebildung bei der gleichen Fluoridkonzentration 
in zerschnittenen Muskeln. 





NaF. : 
Versuchs+ Gebildete Hem: 
Datum | - phy . dauer Zusitze ee Milchsdure mung 
| Stunden | mol. mg 9 
20. VIL. 2g in 10cem 31, Kochsaft | 0 0,83 — 
m/15 sek. Na-Phosphat | “ 0,002 | 0 100 


Zum Vergleich wurde (s. Versuch 4a) auch die Hemmung der 
Milchséurebildung in zerschnittener ausgewaschener Muskulatur nach 
Zugabe von Kochsaft untersucht. Die Hemmung war hier griBer; 
sie betrug namlich in n/500 Fluorid schon 100%. Doch ergab sich 
friiher eine ahnliche Verschiedenheit der HemmungsgriéBe bei Vergleich 
der Milchsaiurebildung aus Phosphorsaureestern und Glykogen unter 
der Wirkung des Fluorids'. Neben der Muskulatur wurde gewaschene 
Acetonhefe gepriift. Die Hemmung war hier erheblich geringer, aber 
ebenfalls gegeniiber der Spaltung der Glycerinphosphorsaure gréBer als 
gegeniiber der Hexosediphosphorsaure (s. Tabelle IT). 





1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926. 
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Tabelle I. 


Hydrolyse der Phosphorsaéureester durch ausgewaschene Acetontrockenhefe 


(Schultheiss-Patzenhofer) in Gegenwart von NaF. 





Aceton: Versuchs- Vv te Ester. Rl Ab: Hem: 
Nr. Datum trockenhefe in dauer _~- = tration tration 8¢SPalten mung 


. Stunden mol. mol. mg P20, 





22. IX. 05¢* | 15, |Na-Hexosedi-| 0,006 | 0,736 — 
in 7 cem phosphat | 0, 0,289 
0,648 
, 0,725 
21. 1X. O5g** | 15, | Na-Glycero- | 0,05 | 3,70 
in 10cem | phosphat | q 0,56 85 
1,72 54 
3,12 16 


*) Finfmal mit je 100 com H,O gewaschen. — **) Zweimal mit je 100 com Hy O gewaschen. 


Die Acetonhefe eignete sich auch zur Untersuchung der Reversibilitat 
der Fluoridhemmung. Dazu wurde die Acetonhefe zunachst zweimal 
mit 160 cem Wasser gewaschen, fiir eine Stunde in fluoridhaltiger 
Lésung die Phosphorsaéureabspaltung aus Glycerinphosphat gemessen. 
dann die Hefe abzentrifugiert, das Fluorid durch zweimaliges Waschen 
mit 100 ccm Wasser entfernt, zur gewaschenen Hefe wiederum Glycerin- 
phosphat hinzugegeben und die Phosphorsdureabspaltung bestimmt. 
Das Ergebnis ist in der folgenden Ubersicht enthalten. 


Tabelle III. 


Reversibilitat der Fluoridhemmung der Hydrolyse von Phosphorséure- 
estern durch ausgewaschene Acetonhefe. 





Glycerine 


Acetonhefe in phosphore Konzen- 
Detem H. saures Na tration 


mol. 


0,5 g in 10 ccm 0,05 


— oO 


0,5 g in 10 cem 0,05 


~~ ee Pe 
ne wo 
>> 3s 


1,29 

Man sieht aus dem Vergleich der beiden letzten Spalten, daB die 

Hemmung nahezu vollkommen reversibel ist, selbst in Konzentrationen, 
die etwa 90°, hemmen. 


Wir kénnen aus den vorhergehenden Versuchen schlieBen, dab in 
der Tat die Hydrolyse der Phosphorsaureester durch Fluorid gehemmt 
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wird, wenn auch die hemmenden Konzentrationen ein wenig groBer zu 
sein scheinen, als bei der Hemmung der Milchsaurebildung und der 
Garung. 

Zum Vergleich wurde auch das Verhalten anderer Phosphatasen 
gegen Fluorid gepriift. Im Muskelextrakt wird Glycerinphosphorsaure 
gar nicht gespalten. Dagegen findet, wie schon bekannt, sowohl mit 
Takadiastase' wie mit Extrakt aus Kaninchenniere? eine kriftige 
Spaltung statt. In beiden Fallen hemmt Fluorid ; aber fiir 50°, Hemmung 
bedarf es bei der Takadiastase einer n/10 Konzentration, bei der Nieren- 
phosphatase einer noch erheblich gréBeren. Abhnliches gilt fiir die 
Spaltung der Hexosediphosphorsiiure durch Nierenextrakt*®. Die 
GréBe der Hemmung hingt also von der Herkunft des Ferments ab. 


Diskussion zu I. 


DaB die hydrolytische Spaltung der Phosphorsdureester durch 
Muskel- und Hefepriparate von NaF spezifisch gehemmt wird, ist 
zweifellos auffallig, zumal da nach O. Meyerhof und K. Lohmann auch 
die enzymatische Hydrolyse der Kreatinphosphorsaure und der Amino- 
phosphorsiure ebenso gehemmt wird. Es liegt daher mindestens nahe, 
die mit Anhaufung von Hexosediphosphorsaure einhergehende Hemmung 
der Milchsiurebildung auf diese Spaltungshemmung zu beziehen, ohne 
daB damit gesagt sein soll, da der Glykolyse stets eine Hydrolyse 
der Hexosediphosphorsiure vorangehen muB. ‘ 

Uber den eigentlichen Mechanismus dieser Hemmung sollen vor- 
liufig keine Annahmen gemacht werden. Zwar kénnte die von K. Me yer 
beobachtete Abhingigkeit der Hemmungsgré8e vom EiweiBgehalt der 
Lésung* eine kolloid-chemische Deutung der Hemmung nahelegen; 
auf der anderen Seite spricht aber das Vorhandensein eines chemisch 
differenzierten Fluormethamoglobins® mit charakteristischem Spektrum 
fiir eine spezifische Wirkung auf das Phosphat abspaltende und glyko- 
lysierende Ferment, nachdem O. Warburg gezeigt hat, daS Gairung und 
Milchsaurebildung durch NO, ferner durch H,S und KCN spezifisch 
gehemmt werden. Denn auch diese Verbindungen bilden komplexe 
Eisenverbindungen und reagieren mit Methimoglobin. Es kénnte 
daher auch das Fluorid an der eisenhaltigen Komponente des spaltenden 
Ferments angreifen, deren Vorhandensein man nach den Arbeiten von 
O. Warburg annehmen muB. 





1 Akamatsu, diese Zeitschr. 142, 184, 1923. 

2 Grosser und Husler, ebendaselbst 39, 1, 1912. 

8’ Extraktherstellung nach Robison und Soames, Biochem. Journ. 1S, 
741, 1924. 

* Diese Zeitschr. 193, 139, 1928. 

® Ville und Derrien, Bull. Soc. Chim. 33, 854; 35, 239; vgl. auch Oppen- 
heimer, Handb. d. Biochem. 1, 461, 1924. 
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11. Uber die AtmungsgréBe und den Oxydationsquotienten der Muskulatur 
in Gegenwart von Fluorid. 


a) Atmungsgrépe. 


Vergleicht man Atmung und Milchsaurebildung in Fluorid, so 
ergibt sich ohne weiteres, dab die erstere viel weniger empfindlich ist, 
denn Konzentrationen, die die Milchsiurebildung komplett hemmen, 
hemmen die Atmung nur 20 bis 50%. Jedoch nimmt die Atmungs- 
hemmung in mehrstiindigen Versuchen von Stunde zu Stunde zu. 
Dies kiénnte entweder auf eine echte Progressivitét der Hemmung 
bezogen werden oder aber darauf, dab infolge der Hemmung der Milch- 
sdurebildung indirekt die Atmung herabgesetzt wird. Denn wie friiher 
festgestellt', wird die Atmung des intakten Muskels in Lactatlésung 
gesteigert, und schon vorher war angenommen, dab die starke Steigerung 
der Atmung zerschnittener Muskulatur auf die gleichzeitig stark erhéhte 
Milchsaurebildung zuriickzufiihren ist. Es schien daher méglich, dab 
das Fluorid nur dadurch die Atmung hemmt, daB es die Milchsiure- 
bildung unterdriickt. Wie die Versuche ergeben, ist diese Erklarung in 
einem bestimmten Umfange zutreffend. Wahrend ohne Zusatz von 
Lactat n/100 NaF die Milchsdurebildung um 100 %, hemmt, die Atmung 
um etwa 50%, verschwindet die Atmungshemmung vollstandig bei 
Zusatz von Lactat, das die fluoridfreie Atmung nicht beeinfluBt, da 
hier die Milchsiurekonzentration offenbar schon optimal ist. 


Methodik. 


Die Versuche dieses Abschnittes wurden mit Temporarienmuskeln 
ausgefiihrt. Die Muskulatur wurde unter Eiskiihlung mittelfein zerschnitten, 
Portionen von im allgemeinen je 0,2 g auf der analytischen Waage rasch 
abgewogen und in gekiihlte AtmungsgefaéBe gebracht, in denen sich die 
Suspensionslésung befand. Als Suspensionsfliissigkeit diente m/15 Phosphat 
(sekundéres Natriumphosphat 9: priméres Kaliumphosphat 1), dazu die 
angegebenen Zusitze; das Gesamtvolumen 2,0cem, im Einsatz 0,2 cem 
n KOH, Gasvolumen etwa 10 ccm, Thermostatentemperatur 15°. Die 
Bezeichnung Qo, in den Tabellen bedeutet: Kubikmillimeter O,-Verbrauch 
pro Gramm Frischgewicht und Stunde. Hierauf sind alle Versuche um- 
gerechnet. Die Milchséurebildung wurde chemisch bestimmt, wobei ein 
aliquoter Teil der gleichen Muskulatur, im allgemeinen die fiinffache Menge, 
verwandt und in ein entsprechendes Vielfaches der Suspensionslésung 
gegeben wurde. Im iibrigen entsprach die Bestimmung der Milchsaéure 
den kiirzlich gemachten Angaben *. 


In Tabelle IV ist zunachst die Hemmung der Milchsaurebildung 
mit der Atmung verglichen ohne Zusatz von Lactat. 


1 O. Meyerho/, K. Lohmann, R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 
2 Siehe F. Lipmann, diese Zeitschr. 191, 442, 1927. 
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Tabelle IV. 
Vergleich der Hemmung der Milchséurebildung durch NaF mit der der 
Atmung. 
so " Milchsiure | __Hemmung der | Atmungshemmung 
Datum NeF noch stnen Stunde | Milshaberotiiteng | (eres Stands)” 
mol %F5 %, %, 
as Ohne Fluorid : 
Anfangswert 0,061 
Endwert 0,268 
0,05 0,061 100 61 
0,01 0,060 100 48 
0,005 0,074 95 27 
0,002 5 0,114 75 18 
0,001 25 0,160 50 13 
0,000 63 0,206 30 0 
0,000 32 0,230 15 0 


Die Tabelle V zeigt die Progressivitat der Hemmung in verschiedenen 
Stunden. Von dem am langsten ausgedehnten Versuch 3 sind in Abb. 1 
die Werte mit 0,1, 0,025, 0,005n NaF und ohne Zusatz verzeichnet. 
Wihrend die Atmung ohne Zusatz vollstindig konstant bleibt oder 
sogar etwas steigt, sinkt mit zunehmender Fluoridkonzentration die 
Atmung von Stunde zu Stunde immer starker ab. In diesem Versuch 
wurde, um einen richtigen Anfangswert zu erhalten, das Fluorid in 
die Retorte des AtmungsgefiBes gegeben und erst unmittelbar vor 
Beginn des Atmungsversuchs zur Muskulatur eingekippt. 





780 ) 
160 alae , 
10\— t os 














80 
60 
40 
20 
0 
Abb. 1. 
Verlauf der At g hwindigkeit in zerschnittener Muskulatur mit und ohne Fluorid. 





“Abesiese : Qo,. Ordinate : Zeit in Stunden. 
Wibrend die Atmung ohne Zusatz wahrend vier Stunden konstant ist, fallt sie um so rascher 
ab, je héher die Fluoridkonzentration ist. Einzelheiten siehe Text. 
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Tabelle V. 


Hemmung der Atmung zerschnittener Froschmuskulatur (Temporarien) 
durch NaF. 








Nr. Datum aad ——————— Qo, _ —— 
mol. 1. Stunde 2. Stunde 3. Stunde 4. Stunde 
1 3. VI. 0 256 281 
1,0 0 0 
01 $2 58 
0,05 100 S81 
0,025 127 95 
0,012 5 132 99 
2 0 261 261 261 
0,005 191 132 107 
0,002 5 214 173 111 
0,001 25 228 203 190 
0,000 62 263 258 272 
3 4. VI. 0 156 164 166 167 
0.1 100 60 27 28 
0,025 132 101 65 58 
0,005 139 132 103 83 
0,001 25 176 161 162 161 


Tabelle VI zeigt, dab Zusatz von Natriumlactat zu fluoridfreier 
Muskulatur ohne Wirkung ist, wahrend die Hemmung durch n/100 
Fluorid bereits durch Zugabe von etwa n/100 Lactat aufgehoben und 
durch héhere Lactatkonzentrationen sogar die Atmung iiber den Ruhe- 
wert gesteigert wird. 

Tabelle VI. 


Einflu8B von Milchséurezusatz zu zerschnittener Muskulatur unter Normal- 
verhaltnissen und bei Gegenwart von Fluorid. 





Nr Datum NaF NavLactat Qo, | a. ee icsts 
mol. mol _ %9 
— 22. VI. 0 0 149 -- 
0 | 0,0063 145 0 
0 0,0125 145 0 
0 0,025 143 0 
0 | = 0.05 150 0 
2 21. VI. 0 | 0 148 _ 
001 | O 80 — 46 
i 0.01 0,0063 134 — 9 
| 0,01 0,0125 155 0 
0,01 0,025 20 + 42 
i 0,01 | 0,05 170 +15 


Wie sich die Atmung bei verschiedenen Fluoridkonzentrationen 
gegeniiber dem Zusatz von Lactat verhalt, zeigt Tabelle VII. 
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Tabelle VII. 
Einflu8 von Milchséurezusatz auf die fluoridgehemmte Atmung der 
Muskulatur. 
Nak Na-Lactat 2 Hemmung 
oe. Detm mol. mol. a. Stutde) 9 
1 10. VI. 0 0 228 - 
0,04 0 44 80 
0,04 0,021 101 51 
2 0 0 156 —_ 
0,01 0 48 69 
0,01 0,017 130 17 
0,005 0 59 61 
0,005 0,017 129 17 
2 14. X. 0 0 320 _- 
0,1 0 28 91 
01 0,025 58 82 
0,01 0 155 49 
0,01 0,025 235 27 


Man sieht daraus, da durch einen geniigend grofben Zusatz von 
Lactat (etwa n 50) zwar die Hemmung durch n/100 Fluorid nahezu 
beseitigt werden kann, daB jedoch die Hemmung durch 0,04n NaF 
hierbei héchstens auf die Hilfte abgeschwicht und die durch n/10 
Fluorid nur noch schwach beeinfluBt wird. Vergleicht man aller- 
dings die Werte der AtmungsgréBen selbst, so ergibt sich, daB 
der angegebene Lactatzusatz die Atmung immer ungefahr verdoppelt 
oder verdreifacht. Wihrend also die Hemmung bei Fluorid- 
konzentrationen von etwa n/100 auf die Hemmung der Milchsaure- 
bildung zuriickgefiihrt werden kann, addiert sich bei héheren Kon- 
zentrationen hierzu ein direkter EinfluB auf die Atmung. Durch 
die Wirkung des Lactats erklart sich auch eine Beobachtung, die 
schon friiher gemacht wurde und zunichst unverstindlich erschien. 
Suspendiert man in die gleiche Fliissigkeitsmenge verschiedene Mengen 
Muskulatur, so wird unter gewéhnlichen Umstiinden der Qo,-Wert 
dadurch nicht beeinfluBt, solange die Sauerstoffversorgung ausreichend 
ist. Fiihrt man denselben Versuch dagegen in Gegenwart von Fluorid 
aus, so ist die Hemmung in Gegenwart einer gréberen Muskelmenge 
kleiner. Dies beruht nicht, wie man denken kénnte, auf einer Bindung 
von Fluorid durch die Muskulatur, sondern darauf, daB hier die Milch- 
siurekonzentration héher ist, wodurch die Hemmung abgeschwacht 
wird (s. Versuch 1). 
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Versuch 1. 
Verschiedene Mengen Muskulatur in 2ccm Suspensionsfliissigkeit. 





NaF Muskulatur Hemmung 
mol. g Qo; Ol 

0 0,2 206 

0 | 0 208 

0,01 0,2 104 50 
0,01 0,4 133 35 


Wenn es gelingen wiirde, den Versuch so einzurichten, da®B in den 
fluoridhaltigen Proben die Milchsdiurebildung von vornherein unter- 
driickt wird, so kénnte man die Abhangigkeit der AtmungsgréBe von 
der Milchséurekonzentration in der zerschnittenen Muskulatur iiber 
das ganze Konzentrationsbereich festlegen. Es wiirde sich dann auch 
ergeben, wie groB eigentlich die Atmung zerschnittener Muskulatur in 
voélliger Abwesenheit von Milchsiure ist. Doch ist der Versuch in 
dieser Weise nicht auszufiihren, weil zu Beginn bei der Zerschneidung 


Tabelle VIII. 


Einflu8 der Milchséurekonzentration auf die AtmungsgréBe in Gegenwart 
von Fluorid. Temperatur 20°. 





Og verbraucht 





Milchsaurek ate | & . 
Nr. | Datum onal . tie de | eer ee 
mol. mol. < 10-5 1. Stunde cmm 
. 2 - aed 0,025 0,75 (ohne Milchsiure- | 193 111 
zusatz) 
0,025 2,75 (1,75)* 225 144 
0,025 4,75 (2,75) 232 149 
0,025 10,75 (5,75) 263 172 
0,025 20,75 (10,75) 289 205 
0 — 305 292 
2 } 12.X. 0,025 0,28 (ohne Milchsaure- 128 
i zusatz 
0,025 33 © (1,8)* 140 
0,025 11,3 (5,8) 165 
0,025 21,3 (10,8) 167 
31,3 (15,8) 185 
0 — 298 


* Die ecingeklammerten Zahlen bedeuten die Konzentration an d-Milchsaure. 
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der Muskeln immer schon eine Milchsiuremenge entsteht, die grob 
genug ist, um die Atmung erheblich zu steigern. Nur der letzte Teil 
der Konzentrationskurve laBt sich bestimmen, indem man bei einer 
die Milchsiurebildung ginzlich hemmenden Fluoridkonzentration 
steigende Mengen Milchsiure zur Muskulatur zugibt. Zwei derartige 
Versuche sind in der Tabelle VIII wiedergegeben. Die in den Versuchen 
verzeichnete Milchsiurekonzentration stellt die gesamte vorhandene, 
praformierte plus zugegebene dar. Da aber als Zusatz inaktives Natrium- 
lactat verwandt war, wovon nur die eine Komponente atmungswirksam 
ist, so ist in Klammern die Konzentration in d-Milchsaure angegeben. 
Der Versuch 2 der Tabelle wurde, um die anfingliche Milchsiure- 
konzentration noch weiter herabzudriicken, so ausgefiihrt, daB die 
Muskeln im gleichen Volumen n/50 Fluoridlésung zerschnitten wurden. 
Die Flissigkeit wurde dann abgenutscht, in jedes GefaB 0,3 g Muskulatur 
eingewogen und dann vom Filtrat noch 0.2 ccm hinzugegeben (zur 
Erhéhung des Cofermentgehalts), ferner mit Fluorid und Phosphat 
auf 2 ccm aufgefillt. Jedoch war die AtmungsgréBe hier dieselbe wie 
bei etwas héherem Milchsauregehalt in Versuch 1. Die Abhangigkeit 
der AtmungsgréBe von der Milchsiurekonzentration ist auch nach 
Versuch 1, Tabelle VIII, auf Abb. 2 dargestellt. 
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+ o 8 
Millimol d-Milchsdure 
Abb. 2. 
Abhangigkeit der AtmungsgréBe in Fluorid von steigendem Zusatz von Lactat. 


Fluoridkonzentration 0,025n. Die Atmungsgréfe nihert sich bei héberer Lactatkonzentration der 
normalen Atmung ohne Fluorid. 


Ordinate: Qo,. Abszisse : Millimol d-Milchsiure. 


Da Brenztraubensiure die Atmung des intakten Muskels ahnlich 
steigert wie Milchséure, wurde auch der EinfluB von Brenztraubensaure 
auf die AtmungsgréBe fluoridhaltiger Muskulatur gepriift. In der 
Tat wurde auch hierdurch die Atmung etwas gesteigert, jedoch ganz 
erheblich schwiicher als durch Milchséure (Tabelle IX). Zuckerzusatz 
hatte dagegen keinerlei EinfluB. 
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Tabelle IX. 


EinfluB des Zusatzes von Brenztraubenséure auf die Atmung fluorid- 
gehemmter Muskulatur. 





NaF-Konzen- Qo 
Nr. Datum — Zusatze (l. Stunde) 
l 16. VI. 0 0 205 
0,01 0 65 
0,01 0,017 mol. Na-Lactat 181 
0,01 0,025 . brenztraubensaures Na 103 
5. 5: SOE 0 0 137 
0,01 0 75 
0,01 0,025 mol. brenztraubensaures Na 83 
0,01 0,0125 , " 63 
0,01 0,0063 ,, * ‘a 74 
0,01 0.025 , Na-Lactat 135 
3 21. VI. 0 0 206 
0,01 0 104 
0,01 0,025 mol. brenztraubensaures Na 133 
0,01 0,025 mol. brenztraubensaures Na 
von frisch destillierter 
Saure 129 


b) Oxydationsquotient der Milchsdure. 
: mol. verschwindende Milchsiure 
Das Verhiltnis — — Se ae pa , 
mol. oxydierte Milchsiureaquivalente 
Muskel unter den verschiedensten Umstinden zwischen 3 und 6, im 
allgemeinen zwischen 4 und 5 ergibt, ist in gleicher GréBe auch in der 
zerschnittenen Muskulatur nachweisbar. Wahrend aber im intakten 
Muskel bei der oxydativen Erholung nach der Tatigkeit oder Ruhe- 
anaerobiose und ebenso bei Suspendierung in Lactatlésung Milchsiure 
bilanzmaBig verschwindet und ebenso das Kohlehydrat bilanzmabig 
zunimmt, bedeutet in der zerschnittenen Muskulatur das ,, Verschwinden* 
der Milchsiure nur ein ,,Nichtauftreten in Sauerstoff gegeniiber 
Stickstoff, indem die Differenz der aeroben und anaeroben Milchsaure- 
bildung etwa fiinfmal so groB ist, als durch die Oxydation von seiten 
des gleichzeitig aufgenommenen Sauerstoffs bedingt sein wiirde. Zahl- 
reiche Griinde sprechen jedoch dafiir, daB auch hier — und ebenso in 
der Ruheatmung des intakten Muskels — das Verschwinden der Milch- 
siure in Sauerstoff durch einen Kreislauf zu deuten ist, wobei sie fort- 
dauernd in das Ausgangsprodukt zuriickverwandelt wird. Dab aber 
in der zerschnittenen Muskulatur schon eine gewisse Stérung der ,,oxy- 
dativen Resynthese“* vorliegen muB, ergab sich bereits friiher daraus', 
daB nicht die gesamte in Sauerstoff verschwundene Milchsaure, abziiglich 


das sich im 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 138ff., 1921. 
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des oxydierten Anteils als Kohlehydrat nachgewiesen werden konnte. 
Das riickverwandelte Produkt schien teilweise auf einer Zwischenstufe 
stehengeblieben zu sein. Die Resynthese ist nun in Fluorid noch starker 
beeintrachtigt. Es ware an sich méglich, daB in Fluorid bei gehemmter 
Milchsaurebildung, aber ungehemmter Atmung dhnlich wie im intakten 
Muskel auch ein bilanzmaBiges Verschwinden von Milchsaure in gréBerem 
Betrage stattfinden kénnte, als dem oxydierten Anteil entspricht. Der 
Versuch zeigt jedoch, daB dies nicht der Fall ist. Bei niederen Fluorid- 
konzentrationen, 2.10~* bis 4.10~*n, ist der Oxydationsquotient 
ebenso groB wie ohne Fluorid, etwa 5 (s. Tabelle X, Versuch 2). Geht 
man aber zu héheren Konzentrationen iiber, so sinkt der Oxydations- 
quotient und betrigt in 1 .10~* Fluorid, wo die Milchsaéurebildung 
total gehemmt ist, nur noch 1; es verschwindet dann also nur so viel 
Milchsaure als oxydiert wird, und diese Milchsaiure verschwindet auch 
bilanzmaBig, da ja keine neu gebildet wird. Dariiber hinaus aber gibt 
es keinen Milchséiureschwund, also keine in der Bilanz nachweisbare 
Resynthese. Dieses Resultat ist in den Versuchen 1, 3 und 4 der vor- 
stehenden Tabelle (X) dargestellt. Man sieht, da8 in n/100 Fluorid der 
Milchsduregehalt gerade um so viel abnimmt, als in der Atmung 
oxydiert ist, aber niemals mehr. Um dem Einwand zu begegnen, 
daB die zu niedrige Milchsiurekonzentration die Synthese verhindert 
hatte, wurde in zwei Versuchen Lactat hinzugegeben (Versuch 3 und 4). 
Dies anderte aber nicht das Resultat. 

Verhindert nun die Gegenwart von Fluorid bereits in Sauerstoff 
vollstindig eine Resynthese der Milchsiure und beschrankt sich der 
Schwund auf den oxydierten Betrag, so ist es véllig undenkbar, dab, 
wie es von Embden angenommen wurde, Fluorid einen anaeroben Schwund 
von Milchsiure mit Ubergang in Kohlehydrat herbeifiihren kénnte. 
In der Tat beruhen die betreffenden Versuchsergebnisse der Autoren, 
wie kiirzlich gezeigt wurde’, auf methodischen Fehlern. 


III. Einflu8 des Fluorids auf die Veratmung und Spaltung der Glycerin- 
phosphorsiure. 

Wie schon oben erwahnt, ist die Oxydation der extrahierten Musku- 
latur in Gegenwart von Glycerinphosphorsaure nicht in allen Fallen 
gleich; relativ groB ist sie in den Muskeln frischer Herbstfrésche. Auch 
unterscheiden sich die Priaparate der Glycerinphosphorsaure offenbar 
je nach ihrem Gehalt an symmetrischer Siure. Zu den Versuchen 
diente das starker wirksame Priaparat (Loebinger). 

Die Oxydation erwies sich unter dem Einflu8 des Fluorids als 
viel weniger empfindlich als die Phosphatabspaltung. Die GréBe der 


1 F, Lipmann, diese Zeitschr. 191, 442, 1927. 
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Oxydation des glycerinphosphorsauren Natriums im Vergleich zur 
Atmung in Gegenwart von Koferment und ebenso die Hemmungs- 


Versuchsbeispiel. 





Qo, 


118 
4 
62 
62 
62 


gréBe durch Fluorid ergibt sich aus dem folgenden 
Versuch 2. 
Atmung in Gegenwart von Fluorid. Muskulatur zweimal gewaschen. 

Zusatze NeP 

mol. 
es sn a elk we oe a ke ee 2 eS eo 0 
meh Susie weg, ta Biptsy tw HalAet ae be Gatla th > eelcotalanen 0 
0 

1% iges glycerinphosphorsaures Na - - - - - ‘| _ 

0,1 


Wabrend unter gewéhnlichen Umstanden, wie 
mol. O, verbraucht 


ee 1 Yerhaltnis : 7 oe 
schrieben', das Verhaltnis mol H, PO, abgespalten 


28 


schon friiher be- 


gegen | ist, steigt 


es in n/10 NaF aufs Mehrfache. Andererseits kann man dieses Ver- 


haltnis durch n/250 HCN weit unter 1 herabdriicken, 


da Blausaure die 


Abspaltung des Phosphats nur schwach hemmt, die Oxydation dagegen 
stark. Diese letztere Feststellung stimmt nicht mit der friiheren Beob- 
achtung O. Meyerhofs iiberein, wonach in Blausiure Oxydation und 
Phosphatabspaltung genau proportional gehemmt werden. Die Ursache 


Tabelle XI. 


j ‘ 


Vergleich der Hydrolyse und Oxydation der Glycerinphosphorséure. 





Versuchss | 
Nr. Datum daver Zusatze oon pt 
1927 Stunden mg 
| 
1 25. IX. 2 0 0,248 
0,1mol. NaF 0,064 
0,01imol. NaF 0,109 
0,001 mol. NaF 0,215 
2 29. IX. 215 0 0,177 
O.1imol. NaF 0,027 
0,004mol. HCN | 0,123 
3 30. 1X. 2 0 0,268 
0,lmol. NaF 0,089 
0,004mol. HON 0,263 
4 ie 15), 0 0,105 
0,004mol. HCN 0,094 
0,01 mol. HCN 0,105 
in Stickstoff 0,118 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 71ff., 1919. 


P05 abs gg 
ro g 


Moskele | __mol. Oz 


| mol. Hg PO, 
cmm | 
100 1,3 
87 4.3 
102 3,1 
106 1,6 
67 1,2 
65 7,2 
8.5 0.2 
62 0,75 
26 2,0 
15 0,2 
28 0,96 
9,5 0,3 
3, 0,12 


| 
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Tabelle XII. 


Phosphatabspaltung aus Glycerinphosphorséiure in Gegenwart von n/250) 
KCN bei Variation des pq durch Glykokollpuffer (Soerensen). 

















Datum Versuchsdauer Pu | mg P, Os abgespalten prog Muskel Hemmung 
1927 Stunden | ohne KCN mit KCN %, 
19. XI. 2 7,6 0,160 | 0159 | 0 
9.0 0,186 0,060 68 
10,0 0,407 0.071 83 


dieses Unterschiedes liegt jedenfalls an der Reaktion der Lésung. Ich 
beobachtete, daB bei schwach alkalischer Reaktion die Phosphat- 
abspaltung durch Blauséure viel starker gehemmt wird, und wahr-. 
scheinlich gibt es ein bestimmtes py, bei dem die Phosphatabspaltung 
gegen Blauséure ebenso empfindlich ist wie die Oxydation. Das Gesagte 
ist in den Tabellen XI und XII wiedergegeben. 

Diese Versuche ergeben also ein genau gegensinniges Verhalten 
der Blausiure und des Fluorids. Da’ Oxydation und Phosphat- 
abspaltung tatsiachlich voneinander unabhangiger sind, als sich in den 
vorerwaihnten Versuchen O. Meyerhofs ergab, zeigt der letzte Versuch 
der Tabelle XI, wo die Phosphatabspaltung in Stickstoff ebenso grol 
ist wie in Sauerstoff. Auf der anderen Seite kann die Oxydation in 
Gegenwart von n/10 NaF fast ungehemmt weitergehen bei nahezu 
aufgehobener Phosphatabspaltung. Unter diesen Umstanden ist es 
schwer <u verstehen, daB ohne Zusatz das Verhiltnis: verbrauchter 
Sauerstoff zu abgespaltenem Phosphat (in Mol) auch in meinen Ver- 
suchen immer ungefahr | ist. Jedenfalls ergibt sich auch hier eine 
besondere Empfindlichkeit der Phosphathydrolyse gegen Fluorid. 


Zusammenfassung. 
In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung des Fluorids untersucht 


1. auf die hydrolytische Abspaltung von Phosphorsiure aus 
Estern, 

2. auf die Atmung und Milchsaurebildung der Muskulatur. 

1. Die Hydrolyse der Glycerinphosphorsdure, Hexosediphosphor- 
siure und Hexosemonophosphorsaure durch Muskelbrei, cofermentfreie 
Acetonhefe und teilweise auch Muskelextrakt wird in nur wenig 
schwacherem Mabe durch Fluorid gehemmt als die Milchsaurebildung. 
so daB der SchluB naheliegt, daB diese letztere auf die Hemmung der 
Phosphatabspaltung zuriickzufihren ist. 

2. Die Atmung der zerschnittenen Muskulatur wird durch Fluorid 
schwacher gehemmt als die Milchsaéurebildung. Dabei besteht die 
Hemmung der Atmung aus zwei Komponenten: Indirekte Hemmung 
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durch Verringerung der Milchsaéurekonzentration; direkte Hemmung 
der Atmung. Die erste Komponente kann durch Zugabe von Lactat 
ausgeschaltet werden. Dann ist der Unterschied der Empfindlichkeit 
von Atmung und Milchsaurebildung noch erheblich gréBer, indem 
z. B. n/100 NaF die letztere um 100%, die Atmung aber gar nicht 
hemmt. Auch ergibt sich so eine Abhangigkeit der Atmungsgrébe in 
Fluorid von der Milchsaéurekonzentration, die fiir das Verstandnis der 
hohen Atmung zerschnittener Muskulatur von Bedeutung ist. 

Der Oxydationsquotient der Milchsiure wird durch Fluorid stark 
verkleinert. Bei gehemmter Milchsaurebildung ist er nur noch 1, d. h. es 
verschwindet dann nur die oxydierte Milchsaiure, die Resynthese ist 
aufgehoben. Die Oxydation von Glycerinphosphorsaure unter gleich- 
zeitiger Abspaltung des Phosphats wird durch Fluorid auch in dem 
Sinne beeinfluBbt, daB die Oxydation nahezu unverandert weitergeht, 
wihrend die Phosphatabspaltung schon stark gehemmt ist. Umgekehrt 
ist die Wirkung der Blausaure. 
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Einleitung. Auffindung des Crustaceenphosphagens. 


Der Nachweis, daB eine im Muskel in erheblicher Menge vor- 
kommende Substanz eine chemische Reaktion in Zusammenhang mit 
der Muskelfunktion eingeht, bedeutet einen wesentlichen Fortschritt 
der biochemischen Erkenntnis, auch wenn diese Aufklarung nicht un- 
mittelbar dazu fiihrt, dem Chemismus eine bestimmte Rolle fiir die 
Muskelaktion zuzuschreiben. Nachdem lange vergeblich versucht 
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war, eine Beteiligung des Kreatins, das 2 bis 3°, der Trockensubstanz 
des quergestreiften Wirbeltiermuskels ausmacht, an der Muskeltatigkeit 
aufzufinden, ist ein solecher Zusammenhang durch die Entdeckung 
von Fiske und Subbarow', sowie P. und G. P. Eggleton? hergestellt, 
wonach sich der gréBte Teil des Kreatins in einer sehr unbestandigen 
Verbindung mit Phosphat vorfindet und bei der Muskeltatigkeit unter 
Freiwerden des anorganischen Phosphats abgespalten wird, aber bei 
der oxydativen Erholung eine neue Synthese eingeht. Wie bereits 
von uns mitgeteilt wurde*, ergab die Untersuchung des physikali- 
schen und chemischen Verhaltens, daB die fragliche Verbindung 
eine einmolekulare Kreatinphosphorsaure (Krp.) ist. 


Wenn indes diesem Spaltungsvorgang wirklich eine wesentliche 
Bedeutung fiir die Titigkeit des quergestreiften Muskels zukommen 
sollte, so erhob sich die Frage, ob ein Ersatz und welcher in den analog 
arbeitenden willkiirlichen Muskeln der wirbellosen Tiere vorhanden 
ist, denen ja das Kreatin fehlt. Aus diesem Grunde haben wir uns 
auBer mit dem Umsatz des saureinstabilen Phosphats des Wirbeltier- 
muskels mit dem entsprechenden Verhalten des Crustaceenmuskels 
(Krebsschere) beschiftigt. P. und G. P. Eggleton vermibten die von 
ihnen ,,Phosphagen** genannte Verbindung in den Muskeln aller wirbel- 
losen Tiere, fanden sie aber andererseits in den verschiedenen Wirbel- 
tiermuskeln in einer dem Kreatingehalt etwa proportionalen Menge. 
Wir dirfen nach diesen und auch nach eigenen Untersuchungen an- 
nehmen, daB in den quergestreiften Muskeln der Wirbeltiere immer 
ein und dasselbe Phosphagen vorliegt, das mit der Krp. identisch ist, 
das aber bei den wirbellosen Tieren vollstandig fehlt. 


Indes zeigte es sich, daB doch eine saureinstabile Phosphat- 
verbindung in ganz derselben Menge und mit ganz ahnlichen Eigen- 
schaften im wirbellosen Muskel vorkommt wie im Wirbeltiermuskel, 
die aber keine Krp. ist. Indem wir die von Eggleton stammende Be- 
zeichnung .,Phosphagen™ verallgemeinern, unterscheiden wir somit 
jetzt zwei Phosphagene, das des Wirbeltiermuskels und das des 
Crustaceenmuskels. Durch einen eigentiimlichen Umstand bleibt bei 
der von Eggleton sowie Fiske und Subbarow benutzten Methode zur 
quantitativen Bestimmung des Phosphagens in der Muskulatur das 
Vorhandensein eines Phosphagens im wirbellosen Muskel verborgen. 
Die Autoren bestimmen nimlich die Menge desselben durch seine 
rasche Aufspaltung in saurer Molybdatlésung, kolorimetrisch gemessen 


1 Science 65, 401, 1927. 
2 Biochem. Journ. 21, 190, 1927. 
® Naturw. 15, 670, 768, 1927. K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 


306, 1928. 
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an der Intensitatszunahme des Molybdainblaus. Wahrend das Crusta- 
ceenphosphagen in sehr verdiinnter Saurelésung (n/ 100) etwa ebenso rasch 
zerfallt wie das Wirbeltierphosphagen, und unter gewissen Umstianden 
sogar noch viel labiler als dieses ist — z. B. wird es zum Unterschied 
von letzterem schon durch Gefrieren des Muskels zum groBen Teil 
aufgespalten —, hat die stark saure Molybdatlésung einen ganz ver- 
schiedenen Einflu8 auf beide Verbindungen. Denn die Aufspaltungs- 
geschwindigkeit der Krp. steigt erstens mit wachsender Siurekonzen- 
tration und wird zweitens durch Molybdat katalytisch sehr stark, 
etwa um das l5fache beschleunigt. Die Aufspaltungsgeschwindigkeit 
des Crustaceenphosphagens wird von n/100 Saurekonzentration an 
mit wachsender cq verlangsamt und auBerdem durch Molybdat um 
iiber das 30 fache antikatalytisch verzégert' (vgl. unten S. 38). Die Folge 
ist, daB in der sauren Molybdatlésung nach Briggs und Fiske die Auf- 
spaltung des Crustaceenphosphagens etwa 1000mal so langsam erfolgt 
als die des Wirbeltierphosphagens und daher der Beobachtung voll- 
kommen entgeht. 

Dagegen laBt sich seine Menge leicht bestimmen, wenn man den 
enteiweibten Muskelauszug (etwa n/5 Trichloressigsiure) erst 15 Stunden 
bei 37° stehenlaBt — unter diesen Umstanden wird die Pyrophosphor- 
siure? kaum angegriffen, aber das .Crustaceenphosphagen total auf- 
gespalten — und dann den Phosphatgehalt vergleicht mit einem 
Teil des Saurefiltrats, das unmittelbar nach Verarbeitung des Muskels 
in ammoniakalische Mg-Citratlésung einpipettiert ist. Wahrend in 
dem Mg NH,.PO,, wie kiirzlich beschrieben', das ,,wahre an- 
organische Phosphat kolorimetrisch bestimmt wird, gibt die Differenz 
beider Werte den Phosphagengehalt an. Mit dieser Anordnung liel 
sich leicht feststellen, daB das Crustaceenphosphagen einen genau 
ebenso groBen Teil des direkt bestimmbaren saureléslichen Phosphats 
ausmacht (70 bis 75°), wie die Krp. im Wirbeltiermuskel, sich bei 
Ermiidung und Erholung des lebenden Muskels und gegeniiber dem 
Fermentextrakt aus der Muskulatur genau so verhalt, wie diese und 
schlieBlich auch chemisch derselben sehr nahe steht. Unter Priifung 
aller Fraktionen auf ihren Phosphagengehalt gelang es, die Verbindung 
in ganz ahnlicher Weise abzuscheiden wie die Krp. und als Bariumsalz 
darzustellen. Die isolierte und rein dargestellte Substanz erwies sich 


1 Derselbe, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 

2 K. Lohmann, Naturw. 16, 298, 1928. Nach den inzwischen iiber die 
Saéurehydrolyse des Pyrophosphats gesammelten Erfahrungen ist es besser, 
das Trichloressigséurefiltrat zunéchst auf das Vierfache zu verdiinnen 
und dann 15 Stunden bei 28 bis 30° stehen zu lassen, weil nach der im 
Text gegebenen Vorschrift doch ein geringer Teil des praéformierten Pyro- 
phosphats mit gespalten wird. 
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als Argininphosphorséure (Arp.), wie bereits vorlaufig von uns mit- 
geteilt wurde!. Formeln: 


OH _OH 
HN.P=0 HN.P O 
‘OH ‘OH 
C NH CNH 
NH N.CH, 
(C Hy); CH, 
CHNH, COOH 
COOH 
Argininphosphorsaure. Kreatinphosphorsiure. 


Wir bezeichnen daher im folgenden bereits das Crustaceenphos- 
phagen gelegentlich als Argininphosphorsaure, obwohl die Begriindung 
dafiir erst in Teil II enthalten ist. 


Neben der Darstellung der Arp. setzten wir uns zur Aufgabe, 
auch das physiologische und chemische Verhalten der Krp. genauer 
zu studieren, um die Bedeutung dieses Zerfallsvorganges fiir die Muskel- 
tatigkeit aufzukliren und um die analoge Konstitution der beiden 
Phosphagene sicherer zu begriinden. Neben dem Verhalten gegeniiber 
dem Muskelenzym untersuchten wir die Reaktionsvergchiebung bei 
der Aufspaltung durch Bestimmung der Elektrotitrationskurve sowie 
die Warmeténung der Spaltung. Zum Vergleich wurden dieselben 
Versuche mit der einfachsten Aminophosphorsaure, der Monoamino- 
phosphorsaiure von der Formel: 

OH 
H,N.P-O 
OH 
angestellt. 

In der vorliegenden ersten Mitteilung berichten wir tiber das 
physiologische, im folgenden zweiten Teil iiber das chemisch-physikali- 
sche Verhalten der Verbindungen. 


1. Die Spaltung der Kreatinphosphorsiure durch das Muskelenzym. 


Uber den Umsatz des Phosphagens im lebenden Muskel haben 
bereits P. und G. P. Eggleton eine Reihe von Versuchen, speziell am 
Froschmuskel, gemacht und Fiske und Subbarow eine vorliufige Mit- 
teilung tiber analoge Ergebnisse am Katzenmuskel. Die in unserem 


1 Naturw. 16, H. 3, 8.47, 1928. 
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Institut angestellten Versuche am Froschmuskel haben die Befunde 
Eggletons bestatigt sowie eine Reihe neuer Tatsachen ergeben, iiber 
die von D. Nachmansohn im vorliegenden Heft berichtet wird. Aus 
diesem Grunde beschreiben wir hier nur den Phosphagenumsatz im 
enzymhaltigen Muskelextrakt. Die Aufspaltung wurde sowohl an 
dem. priformierten Phosphagen, als auch an rein dargestellten Prii- 
paraten, die zum Muskelextrakt zugefiigt wurden, studiert. Es er- 
gaben sich in beiden Fallen keinerlei Unterschiede. Insbesondere 
stimmt auch, wie schon von dem einen von uns (L.) berichtet wurde. 
die Geschwindigkeitskonstante der Siurehydrolyse bei dem _priifor- 
mierten Phosphagen und bei der isolierten Kreatinphosphorsaure voll- 
stindig iiberein, so daB wir es bei dem isolierten Priparat jedenfalls 
mit der unveranderten Verbindung zu tun haben. Daf bei der Spaltung 
im Extrakt eine erhebliche Warme von 150 + 30cal pro 1 g H,PO, 
auftritt, ist bereits kiirzlich mitgeteilt'. Auf Grund der weiter unten 
wiedergegebenen Messungen der Saurespaltung ist der angenommene 
Mittelwert von 150 cal wohl zu hoch und diirfte eher 110 bis 120 cal 
betragen. 

Die folgenden Versuche sind mit Kaliumchloridextrakt aus Tempo- 
rariamuskeln ausgefiihrt, der wie friiher® beschrieben hergestellt wurde. 
Die Phosphatwerte (in Milligrammen P,O,) sind auf 1 ccm Extrakt 
(Ausgangsmenge) umgerechnet. Zusatze zum Extrakt sind besonders 
angegeben. Daneben ist noch éfters das spaltbare siurestabile Phosphat 
bestimmt durch die Differenz des nach Fiske bestimmten Gesamt- 
phosphats und des nach Autolyse des Extraktes bei 37° erhaltenen. 
Unter ,,Gesamtphosphat wird der Wert nach Fiske (anorgani- 
sches Phosphat + Phosphagen), unter ,,anorganischem Phosphat*‘ 
der nach Fillung mit Magnesiumcitrat erhaltene verstanden; unter 
,autolysiertem Gesamtphosphat* der als Endwert nach Autolyse bei 
37° gefundene Wert. 

Bei Herstellung des wasserigen Muskelextrakts, der das milchsaure- 
bildende Ferment enthalt?, wird die Krp. aus dem Muskel mit extrahiert. 
Diese zerfallt aber im Extrakt so rasch, dab es besonderer Vorsichts- 
maBnahmen bedarf, um sie in annahernd demselben prozentischen 
Anteil des saurelislichen Phosphats zu erhalten, wie sie im lebenden 
Muskel vorhanden ist. Im auBersten Falle kénnen daher ebenso wie 
im lebenden Muskel auch im Extrakt 60 bis 70°, des ,,scheinbaren‘ 
anorganischen Phosphats als Phosphagen nachgewiesen werden. Seine 
Menge verringert sich schon wahrend der Herstellung des Extrakts 
bei 0°, ganz besonders schnell aber bei Zimmertemperatur. Im all- 


1 O. Meyerhoj und J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 
2 O. Meyerhoj, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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gemeinen ist daher der Anfangswert des Phosphagens im frischen 
Extrakt kaum 50°%, des Gesamtphosphats. Bei 15 Minuten 
langem Stehen bei Zimmertemperatur sinkt der Wert auf etwa ein 
Drittel der urspriinglich vorhandenen Menge ab. Bei den Unter- 
suchungen iiber die enzymatische Milchsiurebildung, bei denen bis 
zum Zusatz des Kohlehydrats im allgemeinen 15 bis 30 Minuten ver- 
gehen (insbesondere, wenn in manometrischen Versuchen das Kohle- 
hydrat nachtraglich eingekippt wird), sind zu Beginn des Versuchs 
meist nur noch 10 bis 20°, der urspriinglichen Phosphagenmenge 
vorhanden. Sobald aber Kohlehydrat zugesetzt wird, wird der Phos- 
phagenzerfall verlangsamt und kann sogar, speziell bei schwach alka- 
lischer Reaktion, wieder zunehmen (s. unten). 


Aus zahlreichen Versuchen sind in der folgenden Tabelle I vier aus- 
gewahlt, um das Gesagte zu belegen. In Versuch 1 waren zu Beginn noch 
etwa 30% des Phosphats als Phosphagen nachweisbar; 30 Minuten spéter 
in Gegenwart von Bicarbonat, aber ohne Kohlehydratzusatz, nichts mehr, 
dagegen war in Gegenwart von 0,4% Starke + Bicarbonat der Gehalt 
etwa gleich geblieben. In Versuch 2 waren zu Beginn gut 50 % als Phosphagen 
vorhanden, nach 25 Minuten bei Zusatz von Bicarbonat nur noch 10°). 
Wurde indes jetzt Starke zugegeben, so stieg der Gehalt in den folgenden 


Tabelle I. 
Spaltung des praéformierten Phosphagens im Muskelextrakt. 





pro l com Extrakt mg P.O; 





Zeit ab Vers 
Nr.|, Datum Zusatze — =. G te wee — 
1927 stellung | tur —_ phosphat | | Pho aes Phosphat 
1110. I. | 0—15' 20° 0,55 : 0,40 0,15 
0,4°, Nal HC Os in 
*59% % COs i 80° | 20 | 0,67 0,67 0,0 
04% Na H COs, nach | 
15 Min. 0,4% Stiirke | 30 20 0,61 0417 0,18 
2 10.111 — 1 0 0.57 027 0,30 
0.26% NaHCOs in | 
5% CO, 25 0,67 0,61 0,06 
0,26 % NaHCOsg, nach | 
25 Min. 04% Starke | 60 0,56 0,38 0,18 
$18 L — y - 0,46 0,295 0,165 
_ 45 20 0,49 0,44 0,05 
_— 4h 20 0,59 0,57 0,02 
— 45’ 15 048 | 0,36 0,12 
4b 15 0,51 0,50 0,01 
4 14. VL _ | 0 0 0,455 | 0,255 | 0,20 


_ 60’ 0 0,465 0,275 0,19 
— 60 10 047 0,310 0,16 


_ 16 20 0.455 | 0.29 0,165 
im 60 20 © 0.475 | 036 0,115 
a 16 300,51 | 084 © 0,17 
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60 Minuten wieder auf 30°, des Anfangswertes. Wahrend diese beiden 
Versuche iiber den Phosphagengehalt der Extrakte bei der Anstellung der 
Glykolyseversuche der vorhergehenden Arbeiten Auskunft geben, sind die 
beiden anderen ohne weitere Zusaétze angestellt. In Versuch 3 ist der Zerfal] 
des Phosphagens bei 20° und 15° bestimmt; nach 45 Minuten ist bei 15° 
sehr viel weniger zerfallen als bei 20°. Ein zweiter Versuch mit drei ver- 
schiedenen Temperaturen, 0, 10 und 20°, ist unter 4 aufgefiihrt. Bei 0° 
ist das Phosphagen wahrend 60 Minuten im Extrakt fast stabil, bei 10° 
zerfallt es etwa halb so rasch wie bei 20°. Ubrigens ist die absolute Zerfalls- 
geschwindigkeit im Extrakt sehr verschieden und hangt vor allem stark 
von der Reaktion ab, wie weiter unten ausgefiihrt wird. 























-30" i 30° 60" 90"  t20 


Abb. 1. 
Umsatz von Phosphagen und siurestabilem Phosphat in neutralem Muskelextrakt bei 20°. 
Kurve S: saurestabiles Phosphat; Kurve P: Phosphagen; 
a) ohne Stirkezusatz, a) ohne Starke, 
b) nach 30 Minuten Starke zugegeben. b) nach 30 Minuten Starke zugegeben. 


Das saurestabile Phosphat nimmt nach Stirkezusatz anfangs zu, der Phosphagenzerfall 
wird verlangsamt. 


Abszisse: Zeit in Minuten (0 = Moment des Stirkezusatzes). 
Ordinate: gebundenes Phosphat in Milligramm P,O;. 


Der zeitliche Verlauf des Zerfalls ist nach einem weiteren Versuch 
mit und ohne Starkezusatz (aber ohne Bicarbonat) auf Abb. 1 dargestellt 
(der ganze Verlauf des Versuches ist in Tabelle II wiedergegeben), wobei 
auch gleichzeitig der Zerfall des séurestabilen Phosphats in beiden Fallen 
angegeben ist. Der genuine Extrakt, der zunaéchst eine halbeStunde bei 20° 
stand, ist dann zu einem Teile nur mit KCl (Kurven Sa und Pa) versetzt, 
zum anderen Teile (Kurven Sb und Pb) mit 0,1% Starke in K Cl-Lésung. 
Unter diesen Umstanden, d.h. in Abwesenheit von Bicarbonat, zerfallt 
der noch vorhandene Rest des Phosphagens in Gegenwart von Starke 
auch, aber langsamer. Das séurestabile Phosphat zerfallt ohne Zusatz 
rasch, wahrend es mit Starke zundéchst zunimmt und dann sich langsam 
wieder verringert. Doch sind hierbei zwei ganz verschiedene Vorgange 
beteiligt'. 


1 K. Lohmann, Naturw. 16, 298, 1928. 
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Tabelle II. 


Umsatz von Phosphagen und séurestabilem Phosphat mit und ohne Starke- 


zusatz bei 20° (6. April 1927). 











Zeit Autoly> 


‘pro 1 cem Extrakt mg P,O; 


Zusatz ab Extrakt- Goce Anorganix ‘Siertes — Saure+ 
herstellung phosphat | Phone " Gesamts phagen Phaenbet 

0 0,59 0,32 0,82 0,27 0,23 

owe 30’ 0,62 0,50 0,82 0,12 0,20 

k Cl-Lésung —~ 30'+ 10° | 0.64 0,54 0,82 0.10 0.185 
30 + 30 0,665 0,59 0,82 0,07 0,16 

30 + 60 0,765 0,73 0,82 0,035 0,06 

30 + 120 0,775 0,765 0,82 0,01 0,05 

01°, Starke ~> 30 + 10 0,60 049 0,82 0,11 0,22 
in K Cl-Losung 30 + 30 0,59 0,50 0,82 0,09 0,23 
30 + 60 0,63 0,57 0,82 0,06 0,19 

30 + 120 0,68 0,66 0,82 0,02 0,14 





Da8 der Zerfall des Phosphagens selbst enzymatischer Natur ist, 
Auf- 


geht aus dem allgemeinen Verhalten der Spaltung hervor. 
mg 29s 
6; 


gekochter Extrakt ist unwirksam; ja 
man kann durch rasches Aufkockhen 
erreichen, da®B das priaformierte Phos- 
phagen erhalten bleibt und nachtrig- 
lich nicht mehr zerfallt (s. Tabelle III, 
Versuch 1). Ferner schwindet auch die 
Fahigkeit des Muskelextrakts, Phos- 
phagen zu spalten, schon in einigen 
Stunden bei Zimmertemperatur. Schlieb- 
lich ist die Spaltungsgeschwindigkeit stark 
von der Verdiinnung des Extrakts ab- 
hiangig, namlich annahernd der Konzen- 
tration des Ferments proportional. Dies 
ist in Versuch 2, Tabelle ITI, und in Abb. 2 
wiedergegeben. Um hier das Phosphagen 
nicht gleichzeitig mit zu _ verdiinnen, 


wurde rein dargestellte Krp. zum Extrakt 
zugegeben, und zwar in einer Menge, 
die pro Kubikzentimeter Fermentlésung 
0,419 mg P,O, entsprach. Die Spaltungs- 
geschwindigkeit ist dann fiir den unverdiinnten Extrakt sowie bei 
4-, 10- und 25-facher Verdiinnung bestimmt worden. 














. ww 
Abb. 2. 


Enzymatischer Zertall d. Phosphagens 
durch verschieden verdiinnte Extrakte 
bei 20° 


Kurve I: unverdiinnt; Kurve II: 
vierfach; Kurve Ill: zehnfach; 
Kurve IV: fiinfund igtach 
verdiinnte Enzymlésung. 
Abszisse: Zeit in Minuten. 
Ordinate: vorhandene Phosphagen- 
menge pro Kubikzentimeter Extrakt. 
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Spaltungsgeschwindigkeit im Extrakt nach verschiedener Vorbehandlung. 
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Tabelle III. 





Vorbehandlung des 


, Vers 
Zeit ab Pat ol 


‘pro 1 ecm Extrakt mg P,Os 





Nr. Versuchs- |Anorgani+ 
Extrakts r temperas Gesamt- 7 | Phos» Zerfallen 
beginn tur phosphat Pea - shoo % 
1 _— 0—15’ 0,53 0,34 0,19 

_ 2h 37° 0,72 0,675 0,045 77 

Extrakt aufgekocht 0—15’ 0,56 0,355 0,205 
9 e 2h 37 0,545 0,345 0,20 0 

2 unverdinnt (mit 0 20 0,573 04388 0,550 

Krp.-Zusatz) + 0,419 

dasselbe 30’ 1,095 0,700 0,395 28 
= 60 1,178 1,005 0,173 68 

verdiinnt 1:3 KCl 0 0,453 
30 0,580 0,190 0,390 14 
60 0,611 0,265 0,346 24 

. 1:9KCl 0 0,423 

30 0,518 0,110 0,408 3,5 

60 0,510 01388 0,372 12 

- 1:24 KCl 0 0,425 
| 30 0,495 0,063 0,43 0 
60 0,495 0,064 0,43 0 

img 2 Us 





p— Co a a 
| 











7 70" 2 30 40 
Abb. 3. 
Hemmung der enzymatischen 
Spaltung des Phosphagens 
durch Fluorid (ohne Stirke- 
zusatz). Ordinate: vorhandene 
Phosphagenmenge in Milli- 
gramm P, O;. 
Abszisse: Zeit in Minuten. 





Die Fluoridk 
sind bei den Kurven an- 
gegeben. 


ohne 
wsare 
‘ 


Ebenso wie die fermentative Spaltung 
der Zuckerphosphorsiuren wird auch die 
der Krp. durch Fluorid gehemmt. Ein der- 
artiger Versuch bei 37° ist in Abb.3 dar- 
gestellt. Ohne Zusatz ist hier das Phos- 
phagen bereits nach 10 Minuten zu 90%, 
zerfallen, mit n/5 NaF erst nach 40 Minuten 
zu 40%, in n/l5 zu 70%. Ein weiterer 
Versuch bei 15° ist in Tabelle IV wieder- 
gegeben, wo die gleichen Fluoridkonzen- 
trationen n/5, n/15 und n/50 miteinander 
verglichen sind. Hier fand gleichzeitig eine 
starke Veresterung des Phosphats statt, 
kenntlich am Schwund der Gesamtphos- 
phorsiure. Bei dieser tieferen Tempe- 
ratur ist nach 60 Minuten in n/5 NaF 
das Phosphagen erst zu etwa '/, zerfallen, 
dagegen in n/50 NaF schon zu */,. 

Am wichtigsten ist der Einflu8 der Re- 
aktion auf den Umsatz des Phosphagens. 
Zwischen py 6,4 und 7 ist die Spaltungs- 
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Tabelle IV. 
Hemmung des Phosphagenzerfalls durch NaF (Versuch 19. Marz 1927). 





pro l com Extrakt mg P, O, 





Versuchs-  eution NeF  Vesuche 
rsu - 
tomperatur normal beginn ——. —S | Phosphagen 
18° _ 0 0,61 0,29 0,32 
3h 0,665 0,64 0,025 
15 0,02 60’ 0477 0,395 0,08 
3h 0,264 0,236 0,028 
0,065 60’ 0,378 0,271 0,107 
3h 0,132 0,07 0,062 
0.2 60’ 0,362 0,172 0,190 
3h 0,139 0,053 0,086 


geschwindigkeit maximal, nach stirker saurer Reaktion wird sie ver- 
langsamt, aber noch mehr nach alkalischer. Schon bei der Reaktion des 
frischen Muskelextrakts (etwa py 7,3) ist sie nicht mehr ganz maximal 
und bei py 8.5 bereits Null. Diese Spaltungshemmung in schwach 
alkalischer Lésung ist fiir kurze Zeiten reversibel. Bringt man den 
Extrakt durch Na,CO, auf py 8,6 bis 9 und 14Bt ihn bei 15 oder 20° 
eine Stunde stehen, siuert dann bis etwa py 6,7 an, so wird das Phos- 
phagen aufgespalten (s. Tabelle V). Macht man aber viel starker 
alkalisch oder la8t den Extrakt noch langer stehen, sq wird die nach- 
trigliche Aufspaltung yerzdgert oder bleibt vellstiindig aus. 


Tabelle V. 
Reversibilitat der Spaltungshemmung bei schwach alkalischer Reaktion. 








1] 
P pro l ccm Extrakt mg P, O; r 
der Zeitder Py Ver. —_ a. 
| Datum Alkali« Inkus beim suchs: Gesamt- Anorganiy p, 45,  abnahme 
inkus bation Versuch eit® phos- sches pha 
1927 bation phet [tesgest| ~ = 5 


9.2 30’ (20°) | etwa 0 0,71 043 0,28 
Dis Se 60’ 0,80 0,725 0,075 
9,2 (90°(20°)| ~ | sofort | 0.65 035 0,30 
0 | 0775. 054 0.235 20 
| 60 «=| «082 | 073 009 = 60 
| 9<.V.) 8,56 60°(15°)| — | sofort | 0,88 | 0,465 | 0.415 
| 6,65 108 | 0.76 (032 | 2 
| 20° 1095 | 0.925 | 017 | 45 
60 114 | 107 | 007 | 80 


* .Sofort* bedeutet gleich nach Zusatz des Alkali, die Zeit 0 unmittelbar nach Neutralisieren. 


~I 
os 


1117.vV.4 — _ - | sofort | 063 0,85 0,30 
| 
| 





Besonders bemerkenswert aber ist, daB jenseits von py 8,5 
unter Umstinden eine Synthese des Phosphagens eintritt, die bei 





32 O. Meyerhof u. K. Lohmann: 


pu 9.5 bis 10 maximal ist. Diese Synthese ist nur bei Zusatz von 
Glykogen oder Starke ausgepragt und auch dann nur wihrend eines 
kurzen Zeitraums nach Zusatz von Alkali und Kohlehydrat; nach 
kurzer Zeit kommt sie zum Stillstand oder macht einer langsamen 
Aufspaltung Platz. DaB hier wirklich Krp. entsteht, laBt sich auf 
verschiedene Weise zeigen. Denn man kann zwischen freiem und 
gebundenem Kreatin in ahnlicher Weise (wenn auch quantitatiy 
weniger genau) unterscheiden, wie zwischen freiem und instabil ge- 
bundenem Phosphat durch Vergleich der Kreatinbestimmung nach 
Folin’, die das Gesamtkreatin angibt, und der von Walpole®, die 
wie schon Eggleton feststellte, nur das freie Kreatin, aber nicht die 
Krp. anzeigt. Man findet dann bei der Synthese einen ungefihr dem 
Phosphat korrespondierenden Schwund des freien Kreatins. Ferner kann 
man die Synthese durch Zusatz von Kreatin zum Extrakt steigern 
Auch dies spricht dafiir, daB hier Kreatin in eine Bindung mit Phosphat 
eintritt. SchlieBlich wird die Synthese begiinstigt, wenn man zuniichst 
den frischen Extrakt 15 bis 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen 
laBt, dadurch die praformierte Krp. spaltet und jetzt Alkali und Kohle- 
hydrat zusetzt. Trotzdem aber ist es nicht wahrscheinlich, daB diese 
Synthesereaktion die direkte Umkehr der totalen Aufspaltung der 
Krp. ist. Denn die Spaltung ist mit einer erheblichen Warmeténung 
verbunden, die Synthese miiBte mit der gleichen Warmeabsorption 
verkniipft sein. Es lassen sich jedoch keine Anhaltspunkte dafiir 
finden, weder durch die Untersuchung des Chemismus noch durch 
Warmemessungen, da hier eine zweite Reaktion die Energie liefert 
oder daB ein endothermer Vorgang sich abspielt. Insbesondere ist 
die Milchsaiurebildung in der Zeit der Synthese im Extrakt zu gering 
und im intakten Muskel, wo sich ein ahnlicher Vorgang abspielt, wabrend 
derselben iiberhaupt nicht nachweisbar. Es erscheint daher méglich. 
daB bei der Aufspaltung der Krp. zuniachst ohne erhebliche Energie- 
anderung ein Zwischenprodukt entsteht, das sich nachher unter Energiec- 
abgabe in stabiles Kreatin und freie Phosphorsiure umlagert, aber 
durch die chemische Untersuchung von diesen Endprodukten nicht 
unterschieden werden kann. Dieses Zwischenprodukt wiirde dann 
zunachst bei der Spaltung gebildet und kénnte bei Alkalisierung wieder 
in Krp. zuriickverwandelt werden. Wenn aber die Aufspaltung bis 
zu den Endprodukten gefiihrt haben wiirde, wie etwa bei lingerem 
Stehen des Extrakts, wiirde die Riickverwandlung nicht mehr gelingen. 
sondern nur in unmittelbarem AnschluB8 an den Zerfall. Diese Erklarung 
steht mit den bisher vorliegenden Tatsachen in Einklang. 


1 Manual of biol. Chem. 4. Aufl., 1926, S. 245. 
2 Journ. of Physiol. 42, 301, 1911. 
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Es ist auffillig, daB in Gegenwart des Ferments die Tendenz 
zur Spaltung in die zur Synthese bei demjenigen pg tibergeht, bei 
dem sich die Titrationskurven der gespaltenen und ungespaltenen 
Krp. tiberschneiden (s. Mitt. II 8.66). Genau dasselbe finden wir 
bei der Argininphosphorsaure wieder. 

Die Abhangigkeit des Phosphagenumsatzes vom px ist fiir zwei Tem- 
peraturen (18 und 37°) in Abb. 4 dargestellt. Die Verinderung der Reaktion 
im Extrakt ist durch Zusatz von n/10 Essigséure bzw. n/5 Na,CO, bewirkt. 
Kohlehydrat ist zum Extrakt nicht hinzugegeben, jedoch war derselbe ver- 
mutlich in diesem Falle nicht kohlehydratfrei. Die horizontale Gerade 
bei 0,205 mg P,O, stellt den Ausgangsgehalt dar. Der Abstand von dieser 
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Abb. 4. 

Abhiangigkeit des Phosphag tzes vom Py. 





Kurve I: x x Phosphagengehalt des Extrakts nach 60 Minuten bei 37°. 
~ Il: o——o Phosphagengehalt nach 90 Minuten bei 20°. 
Die horizontale Gerade bei 0,205mg zeigt den Ausgangsgehalt an. 
Abszisse: Pj; Ordinate: Phosphagen in Milligramm POs. 
Der senkrechte Pfeil bei 7,25 entspricht der Reaktion des unverinderten Extrakts. 





Horizontalen bedeutet danach nach unten Zerfall, nach oben Syn- 
these. Der Ausgangsextrakt hatte pro Kubikzentimeter 0,635 mg P,O, 
Gesamtphosphat, 0,430 mg anorganisches Phosphat, 0,851 mg autolysiertes 
Gesamtphosphat, also 0,205 mg Phosphagen und 0,216 mg séurestabiles 
Phosphat. 

Der zeitliche Verlauf der Synthese ist auf den Abb. 5 bis 7 er- 
sichtlich, wobei gleichzeitig auch das Verhalten des sidurestabilen 
Phosphats dargestellt ist. In Abb. 5 blieb der Extrakt zur Entfernung 
der Hauptmenge des priformierten Phosphagens erst 30 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen und wurde dann schnell auf 37° erwarmt. 
Wahrend im Parallelversuch ohne jeden Zusatz und mit alleiniger 
Starkezugabe das vorher zerfallene Phosphagen nicht wieder zunahm, 
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stieg es bei Zusatz von Starke und Na,CO, (senkrechter Pfeil) sofort 
an und erreichte nach etwa 6 Minuten den maximalen Wert. Gleich- 
zeitig fiel das siurestabile Phosphat um einen ahnlichen Betrag ab 
Je nach der Giite des Extraktes ist dieser Zusammenhang oft, aber 
nicht regelmaBig nachweisbar (s. auch Abb. 6 und Tabelle V1). 
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Abb. 5. Abb, 6. 


‘ 
Abb. 5. Zeitlicher Verlauf der Phosphagensynthese (I) und des Zerfalls des siurestabilen 
Phosphats (II) bei 37° 
Der Extrakt blieb zunichst 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen, wodurch das Ph 
total verschwand, der Gehalt an siurestabilem Phosphat auf 0,18 mg P,O; zuriickging. Der Extrakt 
wird rasch auf 37° gebracht und Soda und Starke zugesetzt (Pfeil). Unmittelbar darauf (Zeit 0, 
d. h. erste Entnahme nach Zusatz) war das Phosphagen bereits betrichtlich gestiegen 1d das saure- 
stabile Phosphat gefallen. Der Maximalwert der Phosphagensynthese ist nach 6 Minuten erreicht. 


_ 





Abb. 6. Phosphagenumsatz und Verhalten des siurestabilen Phosphats bei 20°. 


Derselbe Extrakt wie in Abb.1. Nach 30 Minuten langem Stehen wird bei 0 (senkrechter Pfeil) 

Starke und Soda bis 8.4 zugegeben. Der Phosphagengehalt steigt sofort an, wihrend das 

sdurestabile Phosphat inkt. Bald darauf steigt dies wieder an, offenbar durch Veresterung 
von Kohlehydrat, und der Phosphagengehalt sinkt wieder ab. 


Versuch Abb. 6 ist bei 20° mit dem gleichen Extrakt wie Abb. 1 aus- 
gefiihrt. Nach 30 Minuten langem Stehen bei 20° wurden Starke und 
Na,CO, zugegeben, wodurch die Reaktion auf py 8,4 verschoben wird. 

Der Verlauf von Spaltung und Synthese dicht am Neutralpunkt 
ergibt sich aus Abb. 7. Bei py 7,15 (I) findet ein rascher Zerfall statt, 
bei px 7,9 (II) ein ganz langsamer, bei px 8,5 (III) kommt es anfangs zu 
einer Synthese, der ein langsamer Zerfall folgt. Der Extrakt wurde durch 
m/20 Na,CO, bzw. n/10 Essigséure auf die gewiinschte Reaktion gebracht, 
die mit der Wasserstoffelektrode gemessen wurde. 

Der Einflu8 des Kreatinzusatzes auf die Synthese des Phosphagens 
ergibt sich aus der Tabelle VI, wo bei b) etwa 3mg Kreatin pro Kubik- 
zentimeter hinzugefiigt wurden. Der genuine Muskelextrakt enthaélt etwa 
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1,0 mg Kreatin pro Kubikzentimeter, das sich bei der Verdiinnung durch 
Zusaitze auf etwa 0,7 mg verringert. Durch die Zugabe von 3 mg Kreatin 
wurde etwa der Gehalt in der Muskulatur wieder hergestellt. In diesem 
Versuche wurde ein frisch hergestellter Extrakt ohne vorherige Inkubation 


G26 








mg 8 0,-Phosphagen 





— 





Ta 60" 30" 120" 
Abb. 7. 
Verhalten des Phosphagens im Muskelextrakt dicht am Neutralpunkt. 
Kurve I: bei py, 7,15 rascher Zerfall. Kurve II: bei pq 7,9 langsamer Zerfall 
Kurve III: bei py 8,5 anfangs Synthese, dann langsamer Zerfall. 


bei Zimmertemperatur verwandt mit hohem Anfangsgehalt an Krp., in 
dem sonst keine Synthese stattfindet. Es wurde direkt Na,CO, + 0,3°%, 
Starke bis zu einem pg von 9,4 zugegeben. Auch in diesem Falle entspricht 
der Synthese ein etwa gleicher Zerfali von séurestabilem Phosphat. 








Tabelle VI. 
Einflu8B von Kreatinzusatz auf die Phosphagensynthese bei alkalischer 
Reaktion. 
F 1 Extrakt P,O 
Kreatin« F ad wd — ete ne a - Phos- 
Nr. zusatz — if | Gesamt- AR0rgani- Phos: Phos- phagen 
7 stellung ] phosphat eiceeket | phagen os all 0, 
a) 0 0 0,655 0,289 0,366 | 36 
0 25’ 0,720 0,352 0,368 0 51 
0 70 0,690 0,381 0,309 — 0,057 45 
b) 3,2 0 0,655 0,289 0,366 6 
3,2 25’ 0,824 0,306 0518 + 0,152 63 
3,2 70 0,847 0,328 0519 + 0,153 61 


? 


Die ungefahre Ubereinstimmung von Phosphat- und Kreatinschwund 
bei der Synthese erhellt aus dem folgenden Versuch: 

8. Februar 1928. Extrakt nach 15 Minuten langem Stehen bei 20° 
geteilt; a) Zusatz von Starke (0,4%) und Na,CO, bis zu pq von 9,4; b) das- 
selbe bis zu einem px von 8,9; Versuchsdauer 30 Minuten. Die Bestimmung 
des Gesamtkreatins nach Folin geschah nach zweistiindiger Hydrolyse in 
n Salzséiure im Wasserbad und kolorimetrischem Vergleich mit einer 
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Tabelle VII. 
Vergleich von Kreatin- und Phosphorséureschwund bei der Phosphagen- 
synthese. 
g pro 1 ccm Ausgangsextrakt mg 
8 Kreatin P.O; 
£ Zeit Pu a - 
a : gebun- | Gesamt- | * ere ose 
5 gesamt frei des ‘phosphat Prosphat | phagen 
- — ——— = 
nach 15’ Inkubation 2 : 1,11 0,705 0,405 ; 388 0,157 
a) 30’ spiter. . . .. 1,10 | 0,425 0,675 9,69 | 0,357 0,333 
Brae 6 sxe 89 112 | 054 058 0,657 | 037 0287 
Berechnung. 
mg gebundenes Kreatin ‘| Schwund des freien Kreatins (mg) 
a) aus Kreatin- b) aus Phosphat- a) aus Kreatin- | b) aus Phosphat- : 
bestimmung bestimmung | bestimmunyg bestimmung 
0,405 0,29 
0,675 0,62 0.27 033 
0.58 0,53 0.175 0,24 


Standardlésung von 0,105 mg Kreatinin auf 50cem. Die Bestimmung nach 
Walpole wurde durch einen Vergleich mit Standardlésungen von 0,8 bis 
0,25 mg Kreatin (in 6 ccm) in Nesslerréhren ausgefiihrt. 

Der Zerfall des Phosphagens und die Milchsdiurebildung sind 
vollstandig voneinander unabhangig. Zwar enthalt der frische Muskel- 
extrakt beide Fermente, die nicht voneinander getrennt werden kiénnen; 
doch laBt sich das Phosphagen zum Zerfall bringen in ginzlicher Ab- 
wesenheit von Kohlehydrat und ebenfalls das Kohlehydrat spalten 
in ganzlicher Abwesenheit von Phosphagen. Wahrend das erste durch 
die Spaltung der Krp. in kohlehydratfreiem Extrakt leicht zu demon- 
strieren ist, ist das letztere in genuinem Muskelextrakt schwerer fest- 
stellbar, weil der letzte Anteil des Phosphagens erst nach langerem 
Stehen zerfallt. Dagegen liBt sich mittels der von K. Meyer! aus- 
gearbeiteten Methode zur Reinigung des Milchsaure bildenden Ferments 
das Phosphagen vollstandig abtrennen. Es bleibt bei der Adsorption 
des Ferments an Tonerde in der Lésung zuriick und kann auch aus 
dem cofermenthaltigen Muskelkochsaft entfernt werden. Falls in 
diesem bei gewéhnlicher Herstellung noch Phosphagen enthalten ist. 
geniigt ein Ansiuern mit Salzsiure bis etwa n/10 und ganz kurzes 
Einstellen in ein Wasserbad, um das Phosphagen total aufzuspalten. 
Ebenso kann auch Kochsaft aus Trockenhefe verwandt werden, der 
phogphageire ist, aber die Milchsiurebildung ebensogut aktiviert 


1 Diese Zeitschr. 188, 216, 1927; 198, 139, 1928. 
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wie Muskelkochsaft. Ein derartiger Versuch, bei dem die Milchsaure- 
bildung glatt verlief. ohne dab Phosphagen vorhanden war oder neu 
entstand, ist der folgende: 


Je 0,5cem Tonerdesuspension! mit Bicarbonat, Starke und Zusatz 
auf 1,2cem gebracht. Versuchszeit 2 Stunden. Temperatur 20°. 





mg P,O;-Gehalt der mg P,O,-Gehalt am 
*Zusitze * Schluss 





es 5 
33/98! las] 8 a § 
Zusi py] o 23 i2._% 3 2 % % 
we EE a ga a 
é% Z } | #32 : 
mg == mg |< 5 ade’ &.. 
TT 
Tonerdeadsorbat | 
ohne Kochsaft . . . _— | 0,182 | 0,183 
+05 ccm Muskel- i 
kochsaft ..... 0,504 0,563 | 0,53 | 0,55 0 O15 O15) 0 


+0,5ecem Hefekochs. 0,455 0,92 | 1,76 | 1,74 0 1,02 1,00; 0 


Il. Das physiologische Verhalten des Crustaceenphosphagens (Arginin- 
phosphorsaure). 


A. Lebender Muskel. 


Das Crustaceenphosphagen spielt eine ahnliche Rolle bei der 
Kontraktion wie die Krp. der Wirbeltiere. Wahrend zur Isolierung 
der Verbindung die gesamte quergestreifte Muskulatur des Krebses 
(Astacus fluviatilis) verwandt wurde, dienten uns fiir die physiologischen 
Versuche nur die Scherenmuskeln. Diese bieten den Vorteil, dab die 
symmetrischen Scheren fiir Anfangs- und Endbestimmungen verwandt 
werden kénnen, sowie, daB die isometrische Leistung im Zusammenhang 
mit dem Stoffwechsel ahnlich gemessen werden kann wie im Frosch- 
muskel. Fiir Kohlehydrat- und Milchsiurebestimmung 1a6t sich die 
Scherenmuskulatur ziemlich unverletzt erhalten, wenn man die Scheren 
bei — 8° oder auch in fliissiger Luft einfriert und dann die Schalen 
von den Kanten aus abbricht. Dies Verfahren ist aber fiir die Phosphat- 
bestimmung nicht anwendbar, weil durch das Einfrieren der Muskeln 
ein groBer Teil des Phosphagens zerfallt. Wir haben deshalb hier die 
Muskeln aus der eisgekiihlten, aber nicht gefrorenen Schere mit einem 
Knochenschaber von den an der Kante durchschnittenen Schalen 
abgestreift, unter Zuriicklassung des dickeren Teiles der Mittelsehne 
abgeschnitten und in Trichloressigsiure zerdriickt. Das Gewicht ist 
durch Zuriickwiegen der nicht verarbeiteten Reste bestimmt. Dies 
ist fiir die Ermittlung des absoluten Phosphatgehalts nicht sehr genau, 
da die Muskulatur 84°, Wasser enthalt, wovon ein gewisser Teil schon 


1 Methode s. K. Meyer, diese Zeitschr. 193, 139, 1928. 
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beim Herausnehmen verloren geht, und ferner, weil nicht genau die 
gleichen Portionen der Muskeln verarbeitet werden. Jedoch ist dies 
fiir den prozentischen Phosphagengehalt ohne Belang, weil ja das 
saureinstabile und anorganische Phosphat im gleichen Trichloressig- 
sdurefiltrat bestimmt werden. Zu vermeiden ist, dab Teile des ver- 
knécherten Sehnenansatzes oder der Schale in die Trichloressigsiure 
gelangen, da sie Calciumphosphat enthalten. 


1. Gehalt an Argininphosphorsaéure in unermiideten Krebs- 
muskeln. 

Die Bestimmung des Crustaceenphosphagens geschah ganz ahnlich 
wie die des Wirbeltierphosphagens. Nur wurde derjenige Teil des 
Trichloressigsaurefiltrats, der zur Bestimmung des Gesamtphosphats 
diente, fiir 15 Stunden in den Brutschrank von 37° gestellt*, um das 
Phosphagen aufzuspalten, ehe die kolorimetrische Bestimmung vor- 
genommen wurde. Andererseits konnte das anorganische Phosphat 
fiir sich auch ohne Herstellung der Magnesiumcitratfallung durch 
sofortige Kolorimetrierung im Saurefiltrat gemessen werden, wenn 
man gleich nach der Filtration Molybdatschwefelsaiure hinzugibt, die 
ja die Spaltung stark hemmt. Immerhin werden bei der Erwarmung auf 
37° nach dem Verfahren von Lohmann und Jendrassik etwa 5°, auf- 
gespalten. 

Der Phosphagengehalt frischer, richtig verarbeiteter Muskulatur 
geht aus der Tabelle VIII hervor, gleichzeitig auch die groBe Abnahme. 
die durch das Gefrieren der Scheren verursacht wird. Der Phosphagen- 


Tabelle VIII. 
Phosphagengehalt ruhender Krebsmuskeln. (Mit a und b sind die symmetri- 
schen Scheren desselben Krebses bezeichnet.) 








"mg P20; in locm 











Phos: 
Nr. Datum Art der Vorbereitung der Sch Anor: _ phagen 
- Gesamt- Phos. | 
. anisches 
ieunas phosphat Phosphet phagen |g, 
1 || 3. XI.) a) Bisk®hlune. . ...... 2,50 1,00 150  @ 
b) 30’ in Kaltemischung . . . 2,18 1,59 0,59 27 
21 9. XL || a) Hisk@hluneg. . ...... 2,29 1,01 1,28 6 
b) 3’ in Kaltemischung. . . . 2.27 1,58 0,69 30 


3 9. XI. Krebsschwianze eisgekiihlt. 


KCl-Extraktion ...... 2,87 0,96 1,91 66,5 
Se) ee eee ee 2.28 0,645 1,635 | 72 
5 || 29. I. pie Fee an ls. tate wm Ke 2.44 0605 1825 7 
oS ES 5 ee ee en eer ieee a 2.15 0.71 144 | 67 
b) in flissiger Luft gefroren . 2,03 0,97 1,06 52 


1 Vgl. FuBnote 2 auf 8. 24. 





die 
dies 
das 
sig- 
yer- 
jure 


ich 
des 
ats 
las 
or- 
rat 
ch 
nn 
die 
wuf 
uf- 


ur 
1e. 
n- 








Natiirliche Guanidinophosphorséuren. I. 39 


gehalt betragt. wie man sieht, 60 bis 75°, des direkt bestimmbaren 
leicht hydrolysierbaren Phosphats, also genau ebensoviel wie im Frosch - 
muskel. Auch der Gesamtgehalt an Phosphat stimmt ungefihr mit 
diesem iiberein. Die Schwankungen desselben sind wohl auf die un- 
genaue Bestimmung des Muskelgewichts zu beziehen. 


2. Umsatz bei der Tatigkeit. 


Bei der Tatigkeit des Muskels zerfallt das Phosphagen rasch, 
langsamer in der Ruheanaerobiose. Ferner zerfallt es auch beim Auf- 
bewahren zerschnittener Muskulatur (s. Tabelle IX). Auch in quanti- 
tativer Hinsicht stimmt der Zerfall mit dem des Wirbeltierphosphagens 
iiberein, indem zu Beginn der Ermiidung etwa doppelt so viel Phos- 
phagen gespalten wird, als Milchsdure entsteht (Versuch 3). SchlieBlich 
wird das im ermiideten Muskel zerfallene Phosphagen durch Aufenthalt 
in Sauerstoff wieder restituiert. Fiir diesen letzteren Versuch wurden 
ganze lebende Krebse benutzt, da der Sauerstoff in die abgeschnittenen 
Scheren zu langsam eindringt. Von den vier Scheren zweier Krebse 
wurde eine sofort abgeschnitten und auf den Ruhewert verarbeitet; 
die drei iibrigen wurden indirekt im gleichen Stromkreis gereizt, indem 
in die beiden Gelenke des vorletzten Scherengliedes Nadelelektroden 
eingestoBen und die Nervenstrecken dieses Gliedes vom Strome durch- 
setzt wurden. Die tetanische Reizfrequenz betrug 25 pro Sekunde. 
Nach beendigter Reizung wurde die zweite Schere des zuerst ampu- 
tierten Krebses abgeschnitten und auf den Ermiidungsw ert verarbeitet. 
Der gleichzeitig mit ermiidete zweite Krebs kam eine Stunde in reinen 
Sauerstoff, worauf beide Scheren auf den Erholungswert verarbeitet 
wurden (in verletzten Krebsen bleibt die Restitution des Phosphagens 
aus oder ist sehr verlangsamt). Ein solcher Versuch ist unter Nr. 7 
auf Tabelle IX angegeben. 

Sollte gleichzeitig die Milchsiurebildung bestimmt werden, so 
wurde ein aliquoter Teil des Trichloressigsaurefiltrats dazu benutzt. Ver- 
wendet man die Shaffersche Modifikation der Milchsaurebestimmung', 
so ist die in Gegenwart von Trichloressigsaure einsetzende Chloroform. 
bildung bei der Destillation unschadlich, wenn die Menge Trichlor- 
essigsiure im Destillationskolben gering ist. Allerdings erhéht sich 
im ganzen hierbei der Milchséureverlust von 3 °,, auf etwa 10°,. Dieser 
Fehler ist geringer als der, der durch Verarbeitung zweier verschiedener 
Muskelportionen entstehen kann. Unter Nr. 5 der Tabelle IX ist ein 
Versuch wiedergegeben, wo beide Scheren eines Krebses indirekt 
tetanisch gereizt sind und danach die eine sofort verarbeitet wurde, 
wahrend die andere fiir zwei Stunden in Stickstoff kam. In dieser Zeit 


1 Journ. biol. Chem. 73, 335, 1927. 
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Tabelle IX. 
Abnahme des Crustaceenphosphagens bei der Muskeltatigkeit. 





mg P.O; pro g 





Vorbchandlung der Muskeln ‘sdure newt 
oO andlung der Muskeln saure 
Nr.) Datum und Art der Reizung prog Gesamt Anors Phos- phagen 


anisches 
1927/28 mg Phosphat PiGspbat Phagen 


1 20. VI.| Zerschnittene Muskulatur 


2 Stunden bei 37°. . 2.51 2.46 0,05 0 
2 29. XI.| a) Ruhewert ..... 2,28 0,645 1,635 72 
b) tetanisch fast kom plett 
ermidet ...... 1,90 1,48 0,42 22 
3 30. XI. a) Ruhewert ..... 0,143 2,16 1,10 1,06 48 
b) 15 x je 5” Tetanus . 0,40 | 2,51 1,95 0,56 22 
4 1.XIl. fast total ermiidet . .. 0,78 2.48 2.15 0,33 14 
5 38.XII. a) 25 x je 5” indirekter rf 
ER a og as oe 0,93 1,615 1,045 0,57 35 
b) ebenso, dann 2 Stunden 
bei 20° in No. . . . 1,18 1,905 1,21 0,685 36 
6 18. LL. a) 15), Stunde Ruhe in 
Ss Pea 0,25 240 1,61 0,79 33 
b) 7 Stunden Ruhe_ in 
MEE CEI Se 0,83 2,60 2.31 0,29 12 
7 a) Ruhewert ..... 2.48 0,79 1,69 68 


b) 10x 5” und 9x 2” 
tetanisch indirekt ge- 
reizt im lebend. Krebs i 2,92 2,19 0,73 25 
c) beide Scheren ebenso | 
gereizt und dann eine 
Stunde in Sauerstoff 
(Zimmertemperatur) . 2,01 0,62 1,39 69 


nahm die Milchsaurebildung noch etwas zu, wahrend der Phosphagen- 
gehalt gleich blieb. Diese Anordnung gelingt, umgekehrt wie die Resti- 
tutionsversuche, nicht am ganzen Krebs, vermutlich weil dieser in 
Stickstoff nicht sofort sauerstofffrei wird. SchlieBlich ist unter Nr. 6 
ein Versuch mit zwei verschieden langen Perioden der Ruheanaerobiose 
wiedergegeben. Auch hier ist bereits nach 13/, Stunden der Phosphagen- 
gehalt stark gesunken bei sehr niedrigem Milchsiurewert; in den 
folgenden 5 Stunden aber sind beide Zerfallsprozesse etwa gleich grof. 


B. Das Verhalten des Crustaceenphosphagens im Muskelextrakt. 

Fiir die Herstellung enzymhaltigen Muskelextrakts wurden die 
Scherenmuskeln mit 1 °%,igem KCl in derselben Weise extrahiert, wie es 
friiher fiir Frosch- und Kaninchenmuskeln beschrieben wurde!. Fiir 
die Gewinnung des Extrakts wurden die Scheren in der Regel bei 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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- 5° eingefroren, wodurch allerdings der Anfangsgehalt des Phos- 
phagens sinkt. In keinem Falle laBt sich der Extrakt so kohlehydratfrei 
erhalten wie aus Froschmuskeln. 

Die Milchsaurebildung ist gegen die Verschiebung des py sehr 
empfindlich. Das Optimum liegt zwischen py 7.4 und 7,7. Schon bei 
7,1 bis 7,2 ist die Milchsiurebildung stark herabgesetzt und betrigt 
bei pu 7,0 nur noch 20 bis 25°, des maximalen Wertes. Hierbei verhiilt 
sich die Veresterung des Phosphats gerade so wie in der Frosch- 
muskulatur. Zur Illustration diene Abb. 8, Versuch vom 14. XI. 
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60° 90° 
Abb. 8. 
Milchséurebildung (nach oben) und Phosphatveresterung (nach unten) im Krebsmuskelextrakt. 
Kurve Ia: Miicheserebiidung bei Py 7,7 (5%, Kohlensaure), 
~ Ib: Ph g bei Py 7,7. 
» Ila: Milchsdurebildung bei Pa 72 (15°/9 Kohlensaure), 
. Ilb: auf Abszissenachse Phosph g hierbei (0), 
- Ill: Milchséurebildung bei py a 7.2 ohne Glykogenzusatz. 








Kurve Ia(und b) zeigt die Milchsturebildung (und Phosphatveresterung) 
bei Zusatz von 0,5°%, Glykogen in Gegenwart von 5. 10—-* NaHCO, 
und 5°, CO,, entsprechend einem py von 7,7; Kurve II bei gleichem 
Glykogen- und Bicarbonatgehalt, aber mit 15°%, CO,, entsprechend 
einem py von 7,22. Die Milchsiurebildung sinkt hier stark ab, wihrend 
die Veresterung Null ist (letztere fallt in die Abszissenachse). Kurve LI] 
gibt die Milchsaiurebildung auf Grund des praformierten Kohlehydrats - 
ohne Glykogenzusatz — an. 

Die Spaltung und Synthese des Phosphagens ist im Prinzip die 
gleiche wie im Froschmuskel; Verschiebung nach der sauren Seite be- 
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giinstigt die Aufspaltung, nach der alkalischen die Synthese. Ferner 
wird die Synthese auch durch Zusatz von Glykogen, von Arginin un 
bei kleinem Phosphatgehalt auch durch Phosphat gesteigert. Dic 
Tendenz zur Synthese ist aber viel gréBer als bei der Krp. Schon bei 
genau neutraler Reaktion iiberwiegt in ganz frischem Extrakt dic 
Neigung zur Synthese. Andererseits ist die Aufspaltung bei schwacl) 
saurer Reaktion langsamer als im Froschmuskelextrakt. 

Wie man aus der Tabelle X ersieht, fiihrt, zumal wenn der Extrakt 
eine gewisse Zeit gestanden hat, Zugabe von Alkali — Kohlehydrat eine 
betrachtliche Synthese herbei. Unter Umstinden kann das ganze 
anorganische Phosphat verschwinden (Versuch 5 und 6) und dann. 
wie der letzte Versuch zeigt, die Vermehrung des Phosphatgehalts 


Tabelle X. 


Umsatz der Argininphosphorséure im Krebsmuskelextrakt. Temperatur 20°. 





pro 1 ccm Extrakt mg P,O; 





| | | : s c 
i| | >3 a 3 3 ~ 
Nr. || Datum |; Zusatze zum Extrakt | p £ E a e 3 3&5 
) "2a ag «fae 22 235 
1927 | we | Of | 276 | *S | “ag 
4 15x. “ 0 0805 0,540 | 0,265. 
la Arp. mit 0,325mg P,0, 6,75) 50’ 0,788 0,495 | 0,293 
pro cem Extrakt +0,325 + 0,028 
2h 1,128 0,916 0,212 — 0,378 
5h 1.240 1,140 | 0,100 —0,490 
1b 0 0,805 0,540 | 0,265 


2+10-2 NaHCO, 7,14 50’ 0,840 0,340 | 0,500 + 0,235 
Qh 0,788 0,230 0,558 + 0,293 


2 12.X. — 0 0,727 0,475 | 0,252 

2a NaHCO, + NagCO,; 9.5 1850’ 0,867 0,555 | 0,312 + 0,060 
2b 3» 107? NaHCO, 73 150 0,807 0,299 | 0,508 + 0,256 
3 19.X. _ 0 0,843 0,560 0,283 

3a NaHCO; — Na,CO, 7,86 50’ 0,848 0,475 0,373 + 0,090 
3b NaHCO, + Nag COs 


mit 04°, Glykogen 7,86 50 0,570 0,147 0,423 + 0,140 


4 21.X. - 681 0 0,800 0,535 | 0,265 — 
4a Nag COs + 04°, 7,19 55’ 0,730 0,463 | 0,267 0 
Glykogen 1655’ «0,530 0,125 | 0,405 + 0,140 
4b Dasselbe 8.26 55’ 0,730 0,463 | 0,267 
1655’ = 0,675 = 0,109 | 6,566 + 0,30 
5 BI. X. 1,2 = 10-° HO} 0 0,711 | 0,495 | 0,216 
da Nag CO, + 0,4°, Starke |8,0 50’ 0,693 0,502 0,191 —0,025 
1650’ 0,686 «0,07 | 0,616 + 0,425 
6 29.X. 45’ gestanden, dann 45’ 0,666 0,594 | 0,072. 
6a +0,6°, Starke + Na, COs 75 0,549 0,098 | 0,451 + 0,379 
6b Dasselbe 45 1,097 1,013 | 0,084 


1h35’ 0,798 0.178 0,620 + 0,536 
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eine weitere Synthese herbeifiihren. Der zeitliche Verlauf der Synthese 
ist in Tabelle XI wiedergegeben und durch Abb. 9 dargestellt. 
mg 3 Os 
a71 
670 





360 
3.50} 


0,40) 


pa 


A O10" 2? 30" 40" =50' 60" 
Abb. 9. 
Synthese von Crustaceenphosphagen im Muskelextrakt nach Zugabe von Alkali und 
Kohlehydrat (vgl. Tebelle XI). 
Kurve I: Synthese von Phosphagen 
~ ll: Zunahme des saurestabilen Phosphats uber den Antfangsgehalt. 
4.: Anfangszustand bei der Zeit 0 (nach 50 Minuten langem Stehen wird Starke und Soda zugesetzt). 
Horizontaler Pfeil bei 0,71 mg P,O; zeigt das Gesamtphosphat am SchliuB an. 

















Der Extrakt blieb erst 50 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. 
Dann wird Starke (0,6°,) und Na,CO, (0,16°,) zugesetzt (Temperatur 
20°). Die Zeit 0 (senkrechter Pfeil) gibt den Moment des Zusatzes 
an. Die Phosphagensynthese erreicht nach etwa 15 Minuten nahezu 
den maximalen Wert. Gleichzeitig nimmt das Gesamtphosphat ab, 
entsprechend der auf Kurve II gezeichneten Veresterung. (Der Gesamt- 
gehalt des siurestabilen Phosphats ist hier nicht bestimmt; daher 
bedeutet der Nullpunkt der Ordinate den Anfangsgehalt.) Die Versuchs- 
daten sind in Tabelle XI wiedergegeben. 


Tabelle XI. Synthese von Krebsphosphagen. 





pro 1 com Extrakt mg P, O, 





Zeitab = —SO as 
| , Zubilduny 
7? persteling | Gesamte Anorsse* hose an adres 
phosphat _ Phosphat phagen wear eel 
Frischer Extrakt ... . 0 0,922 0,746 0.176 
TOS) o's lait 50’ 0,887 0,681 0,206 
+ Na,CO;+ Starke. . . 50'+ 0 0,900 0,674 0,226 
ES eee 50 + 2’ 0,890 0,531 0,359 0,010 
eal. tay: Sigh 50 + 5 0,850 0,448 0,402 0,050 


Seen se ae 8 50 +10 0,820 0,315 0,505 0,080 
50 +15 0,772 0,190 0,582 0,128 
50 +30 =: 0,728 0,127 0,601 0,172 
59 +60 0,709 0,081 0,628 0,191 
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Ebenso wie bei der Krp. la8t sich auch bei der Synthese der Arp. 
im Muskelextrakt das Verschwinden des freien Arginins gleichzeitig 
mit dem des Phosphats feststellen. Wie aus der folgenden Arbeit zu 
ersehen ist, wird die Arp. von Arginase nicht gespalten und 1aBt sich 
auf diese Weise von freiem Arginin unterscheiden. Zur quantitativen 
Bestimmung des Arginins mittels Arginase hielten wir uns an die Vor. 
schriften von Edlbacher'. Meist wurde ein roher Glycerinextrakt von 
Kaninchenleber (3 Glycerin: 1 Leber), der zehnfach verdiinnt wurde. 
als Arginase verwandt. Hiervon dienten 0,2 bis 0.5cem auf 4 bis 
6ccm Gesamtvolumen. Eine geeignete Menge des Trichloressigsiure- 
filtrats des Extrakts wurde mit K OH genau neutralisiert, mit Glykokoll- 
puffer von py9 und Arginase versetzt und unter Uberschichten mit 
Toluol 3 Stunden im Brutschrank bei 37° gehalten, wobei, wie Kon- 
trollen ergeben, 95 bis 100%, des vorhandenen Arginins gespalten 
werden. Dann wird die Arginase durch Aufkochen getétet, die Lésung 
durch Zugabe von n/10 HCl gegen Lackmus neutralisiert, Phosphat- 
puffer von pxa7 zugegeben, so dab die Gesamtkonzentration etwa 
n/10 Phosphat betrigt, und Urease in einer Konzentration von 0,01 
bis 0,02°, zugefiigt. Hierzu diente ein Praparat von Jackbohnen. 
urease, das wir Herrn Prof. Martin Jacoby, Berlin, verdanken. Nach 
einer Stunde wurde bei 37° auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt 
und ein aliquoter Teil zur Ammoniakbestimmung verwandt. Das 
Ammoniak wurde am besten nach der Parnasschen Methode iiber- 
destilliert und dann nesslerisiert. Der Ammoniakgehalt der Ferment. 
praparate und des Muskelextrakts ist in Abzug zu bringen. Wegen 
der im Vergleich zum Gesamtgehalt an Arginase nicht sehr betracht- 
lichen Anderung der freien Argininmenge lieB sich eine quantitative 
Ubereinstimmung der aus dem Phosphat- und dem Ammoniakumsatz 
berechneten Phosphagensynthese nicht erzielen. Jedoch sind die 
nach beiden Methoden gefundenen Werte gleichsinnig. Als Beispiel 
diene der folgende Versuch: 

5. Marz 1928. Von einer gréBeren Menge Muskelextrakt wurden 
A. 6cem sofort in 15cem 4% ige Trichloressigsiure gegeben, B. 25 ccm 
mit 2,5 cem n/10 HCl 45 Minuten stehengelassen und davon eine bestimmte 
Menge mit Trichloressigsiure enteiweiBt und C. 10 ccm des angeséuerten 
Extrakts mit 0,6 com 2% igen Na,CO, und 0,8 cem 8 Giger Starke versetzt 
und nach 30 Minuten wiederum ein aliquoter Teil in Trichloressigséure 
gegeben. Je 4ccm des Trichloressigséurefiltrats dienten zur direkten 


Bestimmung des praéformierten Ammoniaks, das nach der Parnasmethode 
destilliert ? wurde, wahrend ein anderer Teil von 4 ccm wie oben beschrieben 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 265, 1925. Herrn 
Professor Edlbacher danken wir auch fiir die Uberlassung eines durch 
Adsorption gereinigten Arginasepraparats. 

* Parnas und Klisiecki, diese Zeitschr. 178, 224, 1926. 
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mittels Arginase und Urease gespalten wurde. Im Anschlu8 daran wurde 
das Ammoniak ebenfalls nach der Parnasmethode destilliert. Weitere 
aliquote Teile des Filtrats dienten zur Phosphatbestimmung. Die Resultate 
sind in der folgenden Ubersicht enthalten. 














Tabelle XII. 
< y Ammoniak pro 1 ccm Ausgangs- mg P,O,; gre 1 om Aus. 
g extrakt gangsextrakt 
ri Behandlung s =e e a . + = = § 
3 z | 62 | & 6.8. #2 | Gea § 
é s ve Zt #i GF i fF 
> 2 Z< z~ << ce <8 é 
= | 
A Anfangswert.. 22,3 375 354 0,913 0,730 0,183 
B angesiuert... 23,3 403 | 380 +26 0,920 0,865 0,055 
© Alkali-+ Starke 27,8 311 283 —97 0,648 0,307 0,341 
Berechnung 
en "pro 1 com Extrakt 
Versuchslésung mg freies Arginin Anderung des freien | Anderung des freien 
(aus NH3) Argimins (aus NHs) | Arginins (sus P,O;) 
A } 1,80 
B 1,94 + 0,14 + 031 
c 1,44 — 0,50 — 0,70 


In ahnlicher Weise wie mit isolierter Krp. wurde auch mit Arp. 
die Warmeténung der enzymatischen Spaltung gemessen; doch fiihrten 
diese Versuche zu keinem brauchbaren Resultat, da die Milchsiure- 
bildung im Krebsmuskelextrakt wegen des Gehalts an praformiertem 
Kohlehydrat verhailtnismaBig gro’ und wegen ihrer Abhangigkeit 
vom py unregelmaBig ist, und auBerdem noch andere mit Saiuerung 
einhergehende Prozesse im Extrakt ablaufen. Die Warmeténung der 
Saurespaltung ist in der folgenden Arbeit mitgeteilt. 

Zum SchluB sei erwihnt, daB die Argininphosphorsiure auch 
von Froschmuskelextrakt aufgespalten wird. 


III. Das physiologische Verhalten der Monoaminophosphorsiure. 


Die einfachste Aminophosphorsiure, Monoaminophosphorsaure, 
wurde uns als K-Salz in entgegenkommender Weise von der 
J. G. Farbenindustrie, ehemals Bayers Farbwerke Elberfeld, nach der 
Vorschrift von Stokes! hergestellt. Ihre Spaltung diente uns als Modell 
fiir die der natiirlichen Aminophosphorsauren. Die Verbindung ist in 
saurer Lisung noch instabiler als die Guanidinophosphorsauren. In 
n/10 HCl wird bei 20° in 30 Minuten schon etwa ein Drittel aufgespalten 


1 Vgl. Zeitschr. f. anorgan. Chem. 19, 44, 1899. 
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(k= 4,5. 107%), in n/100 HCl etwa 15°, (k= 1.107%). In nH} 
ist die Aufspaltung schon in weniger als einer halben Stunde komplett 
Auch in neutraler Lésung findet bei Zimmertemperatur eine ganz 
langsame Spaltung statt, wahrend sie bei 0° im Laufe eines Tages 
vernachlassigt werden kann. Durch Muskelextrakt wird die Spaltung 
bei neutraler Reaktion ganz betrachtlich beschleunigt. DaB es sich 
hier wirklich um eine enzymatische Spaltung handelt, geht daraus 
hervor, daB die Wirkung beim Aufkochen des Extrakts verschwindet. 
ja schon bei Erwirmung auf 37° abgeschwiicht wird. Ferner wird 
die Aufspaltung im Extrakt ebenso wie die Krp. durch Fluorid erheblich 
verzégert; das Fluorid greift aber an dem Ferment an. 

Zum Nachweis der Spaltung konnte auch hier entweder der Ver- 
gleich der direkten Phosphatbestimmung mit der nach Fallung mit 
Mg-Citrat benutzt werden oder aber die Messung des abgespaltenen 
NH. In beiden Fallen mu dafiir gesorgt werden, daB in den alkalisierten 
Lésungen keine nachtragliche Spaltung eintritt. Die Réhrehen mit 
den Mg-Fallungen wurden dafiir iiber Nacht in den Eisschrank gestellt 
Fiir die Ammoniakbestimmung wurde entweder die schnell arbeitende 
Methode von Parnas benutzt oder einfacher und noch rascher, wenn 
auch nicht so genau, das Nesslerreagens direkt in das geeignet ver- 
diinnte und neutralisierte Trichloressigsiurefiltrat gegeben. Uber die 
Abspaltung orientiert die Tabelle XIII. 


Tabelle XIII. 








y NHs pro 


sot 

fit Ver. | | ccm Extrakt Spal- 

Nr. Datum | Extecktbehendiung Zusatze <5 suchs- “es tung 
| aff Tr oe Tae 

1928 B83 banden a) oy, 

10/90. | friech = | os 1 2 |) Sb | 250 | 105 | 46 

lb 15’ auf 37° a | 2 3 250 9, 35 

le gekocht — i" 2 3 | 250 10 4 

2a 9.1. frisch ~~ | 2  yngo’!) 250 880 32 

2b fi 02nNaF | 2 140) 250 £30. 12 

Qe \ 0,04n NaF | 2 140) 250 30) 12 

2d ‘: | 03% Stirke | 2 140) 250 60 | 25 

3a 9.11. | . os | 2 (510) 250 | 160) 65 

8b frisch, bei 0° ge- | | 
halten -_ | 2 5810] 250 | 54] 20 
3e frisch a 2 510) 20 110. 45 


Die Versuchstemperatur betrug 20° auber in Nr.3b, wo die 
Spaltung bei 0° untersucht wurde. 

Die Warmeténung der enzymatischen Spaltung wurde in ahnlicher 
Weise bestimmt wie bei der Krp.; nur konnte erheblich mehr Amino- 
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phosphorsiure verwandt werden. Auch konnte vor dem Zusatz 
100 Minuten gewartet werden, wobei das praformierte Kohlehydrat 
vollig zerfiel, so daB in der Versuchszeit keine Milchsiure mehr ge- 
bildet wurde. Als Korrektur waren zu beriicksichtigen: 


a) die Menge P,O,;, die schon vor Zusatz zum Extrakt in der 
neutralen konzentrierten Lésung abgespalten und aus Parallel- 
versuchen entnommen wurde; 

b) die Menge P,O,, die aus dem zu Versuchsbeginn noch nicht 
abgespaltenen Phosphagen des Extrakts stammte. Da diese durch 
bloBe Phosphatbestimmung nicht von der aus der Aminophosphor- 
siure stammenden unterschieden werden konnte, wurde sie nicht be- 
riicksichtigt, d. h. die ganze Zunahme an anorganischem Phosphat auf 
die Spaltung der Aminophosphorsdure verrechnet. Bei der Abnlich- 
keit beider Spaltungswirmen und der geringen Menge restierenden 
Phosphagens ist der dadurch entstehende Fehler geringfiigig. 











Tabelle XIV. . 
Enzymatische Spaltungswaérme der Aminophosphorsaure. 
A. 
= eS — | ; : me P,O;5 
uSS'g* > ture 

Nr. Datum keit | “7 aie 4 gebil det Gesamtphosphat ma Phosphat 

°c vor | eam || vor | am 

1928 cm | Zusatz SchluB | Zusatz Schluf 
1/121. 75 158 0,154 12,9 37,8 1206 33,6 | 102,7 
2 19.1 70 333 0,358 28,3 33.4 207.0 30,4 190.5 


B. Berechnung. 














: Davon in 
mg Milchsaure Davon 2 
~ mt Zunahme § Zusatz der Verb cal pro 1g cal 
enorganisch Amp. bildet H, PO, pro Mol 
vorher nachher ten mg Hy PO, 
1 m3 1. Se 69,1 7.6 85 152 14 900 
2 17,4 15,5 160,1 15.6 199.5 142 13 900 


Die enzymatische Spaltungswirme der Aminophosphorsaure 
stimmt, wie die folgende Arbeit ergibt, mit der aus der Saurespaltung 
berechneten sehr gut iiberein. Sie ist von derselben GréBenordnung, 
wenn auch, wie es scheint, etwas griéBer als die Spaltungswirme der 
Guanidinophosphorsauren. 


Herrn Walter Schulz danken wir fiir seine Hilfe bei der Aus- 
fiihrung der Versuche. 
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Zusammenfassung. 


1. Im ersten Kapitel wird die enzymatische Spaltung der Kreatin. 
phosphorsaiure im Muskelextrakt behandelt. Die Spaltung wird in 
Gegenwart von Kohlehydrat verlangsamt, durch Fluorid gehemmt 
und ist in ihrer Geschwindigkeit stark vom py abhangig. Das 
Optimum liegt zwischen pq 6,4 und 7. Bei Reaktionen alkalischer als 
pu 8 findet im frischen Muskelextrakt besonders nach vorhergehender 
Aufspaltung eine Synthese von Kreatinphosphorsaure statt, die durch 
Zugabe von Kreatin gesteigert werden kann. 

2. Das im Crustaceenmuskel vorhandene Phosphagen, Arginin- 
phosphorsaure, verhalt sich ganz analog dem Wirbeltierphosphagen, 
wenn es auch hinsichtlich der Saurestabilitat sowie in einigen an- 
deren Punkten sich in quantitativer Hinsicht unterscheidet. Es 
wird bei der Kontraktion des Muskels aufgespalten und bei der Er- 
holung in Sauerstoff wieder restituiert. Im Muskelextrakt wird es in 
aihnlicher Weise enzymatisch gespalten und synthetisiert wie die 
Kreatinphosphorsiure. Die Tendenz zur Synthese iiberwiegt bereits 
am Neutralpunkt und ist bei pq 8 maximal. Die Synthese ist im 
allgemeinen gréBer als bei der Kreatinphosphorsiure. 

3. SchlieBlich kann auch die anorganische Aminophosphor- 
siure vom Muskelextrakt enzymatisch gespalten werden. Auch 
diese Spaltung wird durch Fluorid gehemmt. Die Warmeténung ihrer 
enzymatischen Spaltung betrigt pro Molekiil 14000 bis 15000 cal. 
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Uber die natiirlichen Guanidinophosphorsduren (Phosphagene) 
in der quergestreiften Muskulatur. 


Il. Mitteilung: 
Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Guanidinophosphorsduren. 


Von 


0. Meyerhof und K. Lohmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 19. Mdrz 1928.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 
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Fiir das Verstandnis des physiologischen Verhaltens der Phosphagene 
ist die Kenntnis ihrer chemischen Eigenschaften erforderlich. Wir 
studierten insbesondere die nichtfermentative Spaltung in Phosphor- 
siure und Aminoverbindung und benutzten auch hier als Modell neben 
den natiirlichen Guanidinophosphorsauren die Monoaminophosphor- 
siure. Es wurde die Abhangigkeit der Verseifungsgeschwindigkeit von 
der cy sowie die Warmeténung gemessen. Weiter wurden die Elektro- 
titrationskurven vor und nach der Spaltung bestimmt, um die bei der 
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Aufspaltung vor sich gehenden Verschiebungen des py kennen 2 
lernen und weitere Anhaltspunkte fiir die Konstitution der Verbin. 
dungen zu gewinnen. 

Zuniachst sei die Darstellung und der Konstitutionsbeweis fiir die 
Argininphosphorsiure gegeben, woriiber bisher nur eine vorliufige 
Mitteilung von uns gemacht wurde’. 


1. Die Darstellung der Argininphosphorsdure. 


Bei der Darstellung der Argininphosphorsiure aus Crustaceen- 
muskulatur ist ebenso wie bei der Darstellung der Kreatinphosphor- 
siure? zu beachten, dab die Zeit von der Tétung der Tiere bis zur 
Extraktion der zerkleinerten Muskulatur mit Trichloressigsiure zur 
Hintanhaltung der fermentativen Spaltung des Phosphagens mdéglichst 
kurz und die Temperatur niedrig gehalten wird. Die Extraktion mui 
schnell und mit verhaltnismaBig geringen Fliissigkeitsmengen durch. 
gefiihrt werden. 

Die Isolierung der Argininphosphorsiure beruht auf der Léslichkeit 
ihres Ba-Salzes in Wasser und der Unléslichkeit in verdiinntem Alkohol. 
sowie auf der Ausfallbarkeit der freien Saure in konzentriertem Alkohol. 

Bei der Aufarbeitung gréBerer Mengen Krebsmuskulatur aus den 
Scheren und Schwinzen empfiehlt es sich, die Muskulatur nicht aus 
den Schalen herauszupraparieren, sondern die Scheren und Schwanze 
ohne weitere Verletzung sofort in einer Fleischmaschine mit den 
Schalen zu zerkleinern und unmittelbar darauf mit eiskalter Trichlor- 
essigsdure zu extrahieren. Die klar zentrifugierte Fliissigkeit wird mit 
Barytwasser neutralisiert und die wasserlésliche Fraktion, die das 
Phosphagen enthalt, mit Alkohol gefallt. Der Niederschlag, der aus 
dem Erdalkalisalz der Argininphosphorsiure und groben Mengen 
anderer Substanzen, die keinen bzw. nur wenig P enthalten, besteht. 
kann nun ahnlich wie der entsprechende Niederschlag bei der Dar- 
stellung der Kreatinphosphorsiure durch fraktionierte Fiallung mit 
Alkohol aufgearbeitet werden, da die Ba-Salze der Begleitstoffe in 
Wasser und verdiinntem Alkohol schwerer lislich sind als das Ba- 
Phosphagen. Jedoch ist auch bei der Argininphosphorsaure eine voll- 
stindige Abtrennung auf diesem Wege allein nicht méglich. Diese 
kann erreicht werden durch Ausfallung der freien Argininphosphorsaure 
mit konzentriertem Alkohol, wobei die freie Saiure als inneres Salz 

abgeschieden wird. Noch giinstiger gestaltet sich die Abscheidung in 
Gegenwart einer Mineralsiure, zweckmaBig Schwefelsiure, wodurch 
das schwefelsaure Salz der Argininphosphorsiure erhalten wird, das 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, Naturw. 16, 47, 1928. 
2? K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
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vollstandiger und schon bei niedrigeren Alkoholkonzentrationen (80 
bis 90°.) ausfallt, als das innere Salz der Saure selbst. Die zwei- bis 
dreimal wiederholte Fallung des ersten aus dem wasserléslichen Anteil 
des neutralisierten Trichloressigsaurefiltrats erhaltenen Niederschlags 
fiihrt in einem verhaltnismaBig kurzen Arbeitsgang auf diese Weise 
zu einem fast véllig reinen Produkt. 

Im einzelnen wurde folgendermaBen verfahren: 50 bis 100 Flub- 
krebse werden zusammen in Eis gekihlt, die Tiere durch einen Riicken- 
schnitt getétet, die Scheren und das Hinterende abgetrennt und hiervon 
die Zangen, die mit Bindegewebe gefiillt sind, bzw. die FiiBchen und 
Flossen abgeschnitten. Die Muskulatur wird in den Schalen durch eine 
gekiihlte Fleischmaschine mit grobem Sieb gedreht und das zerkleinerte 
Material sofort in etwa der halben Menge eiskalter, zum Teil gefrorener, 
25°, iger Trichloressigsiure verrieben. Der rétlich gefiirbte Brei wird 
maschinell stark abgepreBt und der Riickstand noch ein- bis zweimal 
mit einer geringeren Menge 15° ,iger Trichloressigsiure extrahiert. Der 
abgepreBte Extrakt wird auf der Zentrifuge geklart und sofort mit 
Barytwasser bis etwa py 6,5 neutralisiert, der Niederschlag abzentri- 
fugiert, mit Wasser gewaschen und die vereinigten Zentrifugate nun 
auf etwa pu 8 gebracht. Nach Abzentrifugieren und Auswaschen des 
ausfallenden Niederschlags werden die klaren Lésungen auf eine 
Alkoholkonzentration von 60°, gebracht, der Niederschlag am besten 
sofort zentrifugiert, oder tiber Nacht absitzen gelassen, und dann die 
iiberstehende Fhissigkeit abgehebert und der Niederschlag zusammen- 
zentrifugiert. Dieser Niederschlag, der das Phosphagen enthalt, wird 
ein- oder zweimal mit Wasser, stets unter mehrstiindigem mechani- 
schen Riihren extrahiert und die Lésung mit dem doppelten Volumen 
Alkohol gefallt. 

Die Fallung wird wieder in Wasser gelést, vom Unléslichen ab- 
geschleudert und mit Tierkohle und der eben ausreichenden Menge 
Oxalsaiure bei methylorangeneutraler Reaktion versetzt, um das haupt- 
sachlich aus den Schalen stammende Ca zu entfernen. Die zentrifugierte 
Lésung wird mit Baryt neutralisiert, die gegebenenfalls filtrierte 
Lésung mit Alkohol gefillt und diese Umfallung wiederholt. 

Dieser Niederschlag, der jetzt gew6hnlich zur Halfte aus arginin- 
phosphorsaurem Ba besteht, wird einmal, wie bei der Kreatinphosphor- 
siure beschrieben, bis 35°, Alkohol fraktioniert gefallt, der léslichere 
Anteil ebenfalls abgeschieden und nun in etwa 5°,iger Lésung unter 
Eiskiihlung mit etwa der doppelten zur Fallung des Ba ausreichenden 
Menge 2 n Schwefelsiure versetzt, der BaSO,-Niederschlag méglichst 
schnell abgeschleudert, die Lésung sofort mit der fiinf bis zehnfachen 
Menge absoluten Alkohols gefallt, der BaSO,-Niederschlag mit wenig 
Wasser gewaschen und die Waschfliissigkeit ebenso behandelt. Die 
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alkoholische Fallung lést man in wenig Wasser und wiederholt dic 
Fallung in 90°,igem Alkohol noch ein- bis zweimal. Die Lésung wird 
schlieBlich mit Barytwasser bis zur eben deutlichen Blaufairbung von 
rotem Lackmuspapier neutralisiert, vom Ba-Sulfat und -Phosphat 
abgeschleudert, mit dem doppelten Volumen Alkohol gefallt und die 
Umfiallung des Ba-Salzes mehrmals, zum Teil aus sehr konzentrierter 
Lésung, wiederholt. Das Ba-Salz wird dann mit Alkohol und Ather 
gewaschen, zunachst im Vakuumexsikkator tiber CaCl, und weiterhin 
bei 80° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 

Fiir die Ausbeute gilt das bei der Kreatinphosphorsaure Gesagte. 
Aus 1000 g Krebsscheren und -schwanzen werden etwa 0,3 bis 0,4 ¢ 
des reinen Ba-Salzes erhalten. wenn von der Aufarbeitung der Riick- 
stande abgesehen wird. 


Identifizierung der Argininphosphorsiure. 


Analyse des argininphosphorsauren Bariums. 


Das nach Waschen mit Alkohol iiber CaCl, vorgetrocknete und im 
Vakuum iiber P,O,; bei 80° zur Gewichtskonstanz getrocknete Salz 
entspricht der Formel (C,H,,0;N,P),Ba . 2 H,O. 


1. C, H-Bestimmung?: 
4,246 mg Substanz = 3,310 mg CO, und 1,70 mg H,0O. 
C ber.: 21,159, H 4,74%; 
gef.: 21,25 %, 4,45 %,. 
. Ba-Bestimmung: 
9,26 mg Substanz gaben 3,04mg BaSQ,. 
Ba ber.: 20,3°,; 
gef.: 19,4. 
3. N-Bestimmung (nach Kjeldahl): 
9,26 mg Substanz entsprachen 2,70cem n/25 HCl = 1,51 mg N. 
N ber.: 16,5%; 
gef.: 16,3%. 
Zur Veraschung wurde die Substanz 3 Stunden in Schwefelséure- 
Phosphorséure in Gegenwart von Kupfersulfat und Kaliumsulfat erhitzt. 


4. P-Bestimmung (nach Embden). 
Bestimmung des Gesamtphosphats nach Veraschen nach Newman»: 
9,26 mg Substanz gaben 73,7 mg Molybdaénphosphorséure-Strychnin- 
Niederschlag = 1,89 mg P,O,. 
P,O, ber.: 20,9%; 
gef.: 20,4%. 
Nach Hydrolyse des Salzes in n/10 HCl bei 37° waren 99 bis 100°, 
des Gesamtphosphats abgespalten (kolorimetrisch bestimmt). 


to 


1 Ausgefiihrt von Dr. Schoeller, Feinchemie, Berlin. 
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5. Spezifische Drehung 
a) des Ba-Salzes: 
ec = 0,93°,; 2= 200mm; a= + 0,04; 
(aljp = + 2°. 
b) der freien Séure nach Umsatz des Ba-Salzes mit der aquivalenten 
Menge HCI: 
ec = 0,69°,; 2= 200mm: a= + 0,079; 
[aly = + 5 


Identifizierung des Arginins. 
1. Darstellung des Pikrats und Pikrolonats. 


Das Ba-Salz wurde in etwa der zwanzigfachen Wassermenge 
gelést, die Lésung mit der geniigenden Menge H,SO, zur Ausfallung 
des Ba versetzt, tiber Nacht im Brutschrank stehengelassen, mit Baryt- 
wasser neutralisiert, der ausfallende Niederschlag von BaSO, und 
Ba-Phosphat abgetrennt, zweimal mit Wasser gewaschen und die ver- 
einigten Lésungen, die gegen Phenolphthalein etwa neutral reagieren, 
mit dem doppelten Volumen Alkohol gefallt, der geringe ausfallende 
Niederschlag abgetrennt, die Lésung bei 40° im Vakuum eingetrocknet, 
mit wenig warmem Wasser aufgenommen, mit Ba(OQH), ganz schwach 
alkalisch gemacht, mit Ammoniumcarbonat versetzt, wieder ein- 
getrocknet und nun der Riickstand mit 50°,igem warmem Alkohol 
extrahiert. 

Aus dem Riickstand dieser alkoholischen Lésung werden in tiblicher 
Weise das Pikrat und Pikrolonat hergestellt und durch Umkristallisieren 
gereinigt. 

Pikrat; F. 205° (unter Zersetzung). 

N-Bestimmung?!: 3,440 mg gaben 0,764 com N (17°; 702 mm). 
Gef.: 24,15°,); 
Ber.: 24,3 %. 

Pikrolonat; F. 233 bis 234° (unter Zersetzung). 

In der Literatur? wird als Schmelzpunkt fiir das d-Argininpikrolonat 
von Steudel 225°, von Riesser 231° angegeben. Diese Abweichung im 
Schmelzpunkt wird von Riesser auf die verwendete Pikrolonséure zuriick- 
gefiihrt. Zum Vergleich stellten wir das Pikrolonat aus dem von Professor 
Edlbacher erhaltenen d-Arginincarbonat her. Dieses gab den F. 235° (unter 
Zersetzung) und den Mischschmelzpunkt mit dem aus dem Phosphagen 
dargestellten Préiparat von 234°. (F. der von uns verwendeten Pikrolon- 
séure (Merck) 124 bis 125° unter Zersetzung; in der Literatur® angegeben 
etwa 124°.) 





1 Ausgefiihrt von Dr. H. Weil, Miinchen. 
2 Hoppe-Seyler-Thierjelder, Physiol. u. Pathol. Chem. Analyse 1924, 
8. 261, 

3 Meyer-Jacobson, Lehrb. d. organ. Chem. LI, 3, 5. 393, 1920. 
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N-Bestimmung des Pikrolonats: 
3,990 mg gaben 0,882 cem N (19°; 719 mm). 
N gef.: 24,45°%; 
ber.: 25,6 %. 


2. Amino-N-Bestimmung nach van Slyke. 

Bei der Amino-N-Bestimmung von Arginin nach van Slyke wird 
nach 5 Minuten langer Einwirkung nur ein N-Atom bestimmt, und 
zwar das N der a-Aminogruppe. 

Die Bestimmung ergab, daB in der Argininphosphorsiure, wie in 
der durch Sauren aufgespaltenen Verbindung nur ein N bestimmt 
wurde. 

Benutzt wurde der Mikroapparat von van Slyke mit Gasbiirette 
von 3 cem!}. 


Versuch. a) Argininphosphorsaures Ba. 
Arginingehalt ber.: 10,5 mg; 
gef.: 10,2 mg (1,38cem N bei 17° und 766 mm). 


b) Aufgespaltenes argininphosphorsaures Ba. 


Arginingehalt ber.: 9,0 mg; 
gef.: 8,3 mg (1,13cem N bei 17° und 766 mm). 


3. Aufspaltung der Argininphosphorséure durch Arginase und 
Urease?. 


Eine Argininphosphorséurelésung wurde a) sofort, b) nach Aufspaltung 
durch Séure, mit 1,6 cem, Glykokollpuffer von pg 9,2, 0,5cem Arginase- 
lésung, 1,0cem Wasser und Toluol zusammen mit den Kontrollen 3 Stunden 
bei 37° angesetzt, dann mit H,SO, neutralisiert, 0,5eccm m/2 Phosphat- 
puffer von pa 7 zugegeben, 3 Minuten im Wasserbad zum Abtéten der 
Arginase erhitzt, nach dem Abkiihlen mit 0,5 cem einer 0,2 %igen Urease- 
lésung* versetzt und nach 2 Stunden das gebildete NH, nach Ubertreiben 
bei Zimmertemperatur (nach Folin) kolorimetrisch bestimmt. 

Durch Arginase und Urease abspaltbarer NH,-Gehalt (berechnet aus 
dem Gesamt-N-Gehalt der Lésung = 0,250 mg N). 

Gef. fiir a): Null; 
Gef. fiir b): 0,230 mg N. 


4. Bestimmung des Arginins im aufgespaltenen Krebs- 
phosphagen als Argininflavianat. 
Die Bestimmung erfolgte nach Kossel und Gross*. Arginingehalt 
der Lésung: berechnet aus dem P-Gehalt = 7,6 mg. Gefunden 20,8 mg 





1 Geliefert von der Firma E. Leitz, Berlin NW. 

2 Vgl. Edlbacher und Réthler, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
148, 264, 273, 1925. 

* Verwandt wurde das gleiche Jackbohnenpraparat wie in der vorher- 
gehenden Mitteilung. 

* Kossel und Gross, Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 167, 1924. 
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Argininflavianat = 7,7 mg Arginin. Das Argininflavianat zersetzte 
sich bei etwa 165°. 

Einige Messungen der Gefrierpunktserniedrigung ungespaltener und 
gespaltener Argininphosphorsaure zeigten, daB bei der Spaltung die Gefrier- 
punktserniedrigung nicht um ein Molekiil zunimmt, z. B. in einer 0,0431 mol. 
Lésung nur von — 0,140 auf — 0,187°. Die gleiche Erscheinung ergab sich 
aber auch bei Versetzung von Arginin mit Phosphorséure. Der Gefrier- 
punkt war hier viel kleiner als die Summe der Gefrierpunkte der beiden 
Komponenten und stimmte in dem Gemisch ziemlich gut mit der gleich- 
konzentrierten aufgespaltenen Argininphosphorséure iiberein. 


Il. Die Warmetinung bei der Saurespaltung. 


Die Kenntnis der Warmeténung der Saurespaltung hat ein be- 
sonderes Interesse im Hinblick auf die schon mitgeteilten Messungen 
der Wirme bei der enzymatischen Spaltung und der Bedeutung, die 
dieser Warme fiir die Energetik des tatigen Muskels zukommt. In 
stark saurer Lésung (HCI) ist die Spaltung der Guanidinophosphor- 
siuren zu formulieren: 

/OH 
O:P-NH.R.COOH | + H*Cr + H,O = [0: P(OH),) 
OH ; 
+COOH.R.NHjCr. (1) 


Dagegen gilt bei der Reaktion des Muskelextrakts (pq 7 bis 8) die 


Formel (2): 
A” : | OHE 
0: P—O 
0 


0:p2xu.n.co0| 4 3H*** + H,O= 
0 t ‘ : 
+2H**+*NH,-R.COO™. (2) 








Bei dieser Formulierung werden die beiden Guanidinoverbindungen, 
das neutrale Kreatin ebenso wie das neutrale Arginin, als Zwitterion 
aufgefaBt, indem wir die von Bjerrum!’ fir die aliphatischen Amino- 
siuren gemachten Vorschlige auf Grund der unten mitgeteilten 
Argumentation auch auf das Kreatin ausdehnen. Um von der méglichen 
Verschiedenheit der beiden Reaktionswarmen fiir die Gleichungen (1) 
und (2) absehen zu kénnen, muB die Mischungswarme w, der neutra- 
lisierten Kreatinphosphorsiure bzw. Argininphosphorséure mit der 
Saurelésung und die Mischungswarme w, fiir die gleich konzentrierten 
und mit der gleichen Alkalimenge neutralisierten Spaltprodukte bei 
Zusatz zur gleichen Saure bestimmt werden. Die Spaltungswarme (w,) 
bei neutraler Reaktion ist dann w, = w, (Spaltungswirme bei saurer 
Reaktion) + w, — wy. 


1 Zeitschr. f. physikal. Chem. 104, 147, 1923. 
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In der Tat sind w, und w, nicht genau gleich, sondern w, ist stiarker 
negativ als w,, so daB die berechnete Spaltungswirme in neutraler 
Lésung kleiner ist als die direkt gemessene Spaltungswarme in saurer 
Lésung. 

Ausfiihrung der Wirmemessungen. 


80 bis 99°, reine Préparate von kreatin- bzw. argininphosphorsaure:, 
Ba wurden mit der berechneten Menge Na,SO, umgesetzt, die klaren 


Filtrate in 5 oder 3cem haltenden Pipetten mit nach oben gebogenen 
Auslauf! eingefiillt und diese in die mit verdiinnter Séure gefiillten Dewar- 
flaschen gehangt. Zu Versuchsbeginn wurde die Lésung herausgedriickt 


A. Die Wdrmeténung bei der Spaltung der Kreatinphosphorsdure. 


Es waren hierbei solche Siurekonzentrationen zu wihlen, dai} 
70 bis 80°, der zugesetzten Kreatinphosphorséure in 3 bis 4 Stunden 
gespalten wurden. Diese Bedingung laBt sich erfiillen entweder mit 
1,5 n HCl bei 20° oder mit 0.25 n HCl bei 25 bis 28°. Im ersten Falle 
tritt noch eine zu beriicksichtigende Verdiinnungswarme der Salzsiure 
auf, im letzteren Falle nicht mehr. Da’ die Warmebildung ungefihr 
im Moment der Spaltung erfolgt und nicht auf eine langsame sekundare 
Umlagerung des Kreatins zu beziehen ist (die Umwandlung in Kreatinin 
kommt bei der benutzten Saurekonzentration und Versuchszeit nicht 
in Betracht), konnte durch die katalytische Beschleunigung der Reaktion 
mittels Molybdat bestitigt werden. Die Reaktion der Phosphorsiaure 
mit Molybdat selbst ergab hei den verwandten Mengenverhaltnissen 
(0,15 g Ammoniummolybdat in 75 cem 0,5n HCl + 3cem 0,25 mol 
H,PO,) keine meBbare Wirme. Tatsichlich tritt in Gegenwart von 
Mo als Katalysator die Warme etwa ebensoviel rascher auf, als dic 
Spaltung auf Grund der chemischen Bestimmung beschleunigt wird. 
Fiir genaue quantitative Versuche war diese Anordnung weniger geeignet. 
weil das Kreatin bei der Spaltung in Gegenwart von Molybdat so 
veriindert wird, daB die Diacetylreaktion nach Walpole verschwindet 
und mdglicherweise der Wirmebetrag durch diese Nebenreaktion 
etwas verandert wird. 


In der Tabelle I sind die Messungen wiedergegeben. Die Be- 
stimmung des Gliedes w, — w, ist der unsicherste Teil der Wiarme- 
messung, sowohl wenn die negative Warme w, in der starkeren Salz- 
siure (1,5 n) durch die positive Verdiinnungswarme der HCl kom- 
pensiert wird, wie im Falle der 0.2n HCl, wo dies nicht geschieht 
Erstens sind die Werte bei der notwendigen raschen Mischung tiber- 
haupt nicht sehr genau bestimmbar, dann aber sind sie bei den be- 
nutzten Praparaten der Kreatinphosphorséure verschieden. Diese 


1 Vgl. O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922. 
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Tabelle I. 
Saéurespaltung der Kreatinphosphorsaure. 


A. Gemessene Spaltungswarme. 





2<¢ | 23 ~~ phosphorsa = Ee s. | 3 = 
| He eRe Gd a 
Nr. Detum 3é | &3 —| 88 | 28 e§ 83 oI 
| = Zusatz —_ > >s Pa id 
1927 n HCl ccm = | ec g ” 
1 21. IX. 15 | 77 38,7 247 3m10’ 20° 0,059 824,83 
2 23. 1X. /15 | 73 3884 27215 5 20 (0,067 805 5,39 
3 OXI 02 | 79 33845 30* 330 28 0,059 88 5.2 
4 22X11. | 025 | 84 40.1 368) 5» 2 00605 938 57 
5 1X 105+) 79 366 36* 1240° 20 0.068 8&8 60 


Mo * 
6 22.X1. 0,25 | 84 25,7¢ 229) 5p 25 0,0315 93 2.93 


* Berechnete Werte, da Bestimmung verungliickt. 
** 0,25 ¢ Ammonmolybdat in 100 com n/2 HCL. 
+ Unreines Praparat. 


B. Berechnung. 








Tempe gifterees bei Zue| anetieg. "n 
Nr. gimture — satz der Spalt» _korrigiert fiir Korrigierte “= |———_——_— 

differenz i , eal gebildet pro Mol. 

bet Zasetz Engi | ““Twarmen we Met Heted,| “ee 
1) 0 + 0011 0,048° 3,95 13 800 115 11 250 
2 | 0,0 + 6,015 0,052 4,2 14000 111 10900 
3 || —0,.018 —0,012 0,053 4.66 12400 114 11150 
4 || — 0,016 — 0,008 0,0525 4,87 11 000 96 9 400 
5 0,0 0,0 0,068 6.0 11 700 120 11 700 

— 0,020 — 0,011 0,0225 2,1 9 200 67 6 690) 


enthalten als hauptsichlichste Verunreinigung Hexosemonophosphat, 
welches eine noch stirkere negative Mischungswirme mit der ver- 
diinnten Salzsiure gibt als neutrale Kreatinphosphorsaure. SchlieBlich 
darf die gemessene Differenz w, — w, nicht vollstandig in Rechnung 
gesetzt werden, sondern nur ein so groBer Anteil derselben als der tat- 
sichlichen Aufspaltung der zugesetzten Kreatinphosphorsaure ent- 
spricht, also im allgemeinen 80 bis 85°,. Die in der Tabelle IB 
angegebenen Temperaturdifferenzen bei Zusatz der Spaltprodukte 
sind schon in dieser Weise umgerechnet, indem fiir den nicht ge- 
spaltenen Anteil der Kreatinphosphorsiure eine entsprechende 
Korrektur angebracht ist, und ebenso fiir den Gehalt an Hexosemono- 
phosphat. 


Als eine weitere Kontrolle, daB8 die gemessene Warme nicht auf Neben- 
reaktionen zu beziehen ist, sondern auf die Spaltung der Kreatinphosphor- 
siure selbst, wurden die Versuche 4 und 6 gleichzeitig mit zwei Praparaten 
von ganz verschiedenem Reinheitsgrad ausgefiihrt. Praparat 4 hatte 
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einen Reinheitsgrad von 92% (40,1 mg P,O; als Krp., bei 43,2 mg P,O, 
durch Veraschung bestimmt); dagegen Praparat 6 einen Reinheitsgrad 
von 67° (25mg P,O; als Krp., bei 38,4mg P,0O,; durch Veraschung 
bestimmt). In diesem letzteren Falle war die negative Mischungswarme, 
bezogen auf gleiche Mengen Kreatinphosphorséure ganz erheblich héher, 
dagegen die waéhrend der Spaltung gemessene Wirme sogar kleiner als 
bei dem reinen Praparat. Bei diesem Versuch sind die Werte wegen de: 
Unsicherheit der groBen Mischungswairme eingeklammert. Doch beweist 
er, daB die Warmeténung tatsachlich der Spaltung der Kreatinphosphor- 
séure entspricht. Bei Benutzung der konzentrierten Salzséure (1,5 n) 
wurde die spezifische Warme pro Volumeneinheit (spezifisches Gewicht 1,025) 

- 0,95 gesetzt, fiir verdiinnte Salzséure = 100. Die Messung der auf- 
gespaltenen Kreatinphosphorséure war in Versuch 3 und 5 infolge eines 
Fehlers verdorben. In Versuch 5 — Zusatz von Molybdat — mu8 aus dem 
Verlauf angenommen werden, da8 der Umsatz vollistandig war, und dieser 
Wert ist der Berechnung zugrunde gelegt. Bei Versuch 3 ist ein 90 °%iger 
Umsatz angenommen, wie er fiir die gleiche Zeit und Temperatur in anderen 
Versuchen gefunden war. Die Molybdatmenge in Versuch 5 reichte bei 
weitem nicht hin, um das ganze abgespaltene Phosphat als [P (Mo, O,),]H, 
zu binden. Wie betrachtlich aber die Zerfallsgeschwindigkeit gesteigert ist, 
ergibt sich aus Abb. 1, wo der Temperaturanstieg dieses Versuches und 
eines bei gleicher Temperatur angestellten (Versuch 2) in dreimal so kon- 
zentrierter Séure ohne Molybdatzusatz aufgezeichnet ist. 
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SW 20 Ws oO 90" te" 80" 70” 200’ 
Abb. 1. 
Temperaturanstieg bei der Spaltung von Kreatinphosphorsa durch Séure (Thermostat 20°) 
Kurve I: x——x Krp. in 0,5n HCl mit Molybdatzusatz. 
Kurve ll: @——e in 1,5n HC! ohne Zusatz. Gleiche Mengen Krp. und Filiissigkeit. 
Ordinate: Anstieg °C. Abszisse: Zeit in Minuten. 





Wiahrend die Spaltungswarme in Saure w, etwa 12000 bis 13000 cal 
pro Mol. betrigt (130 pro Gramm H,PO,), betragt w,, 11000 cal (110 
bis 120 cal pro Gramm H,PO,). Dieser Wert diirfte genauer sein als 
der bei der enzymatischen Spaltung bestimmte von 150 cal. Wir nehmen 
daher vorliufig an, daB bei der Spaltung in neutraler Lésung 110 bis 
120 cal pro Gramm H,PO, auftreten. 
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B. Spaltungswarme der Argininphosphorsdure. 

Wahrend die Geschwindigkeit der Spaltung der Kreatinphosphor- 
siure mit wachsender Siurekonzentration steigt, ist dies bei der Arginin- 
phosphorsiure umgekehrt; die Spaltungsgeschwindigkeit hat ein 
deutliches Maximum bei einer Konzentration von 10~?n Saure. Es 
ist dies aus Abb. 2 zu ersehen, wo die Verseifungskonstanten bei 28° 
fiir 90 Minuten und verschiedene HCl-Konzentrationen eingezeichnet 
sind. Die Lésungen enthielten pro Kubikzentimeter 0,3 bis 0.4 mg P,O, 
als Argininphosphorsaure; die Spaltung in 90 Minuten betrug zwischen 





20 

48+ 

16 

44 

“3 -2 -79 OGnhal +7 

Abb. 2. 1 

Verseifungsk der Argininphosphorsaure bei verschiedener Siturekonzentration (HCl). 
Abszisse: &. 10-3. Ordinate: log der H Cl-Aquivalenth i Temperatur : 28°. 
MeBzeit : 9 Min. Das Maximum der Spaltungsgeschwindigkeit liegt bei 10-?n HCL. 























26 und 54%, in 180 Minuten zwischen 45 und 79°,. Auf der Abszisse 
ist der Logarithmus der Normalitaét der HCl angegeben — an- 
nihernd mit dem py iibereinstimmend —, auf der Ordinate k . 10~°. 
DaB die Spaltung genau monomolekular verliuft, ergibt sich aus der 
Tabelle II in Ubereinstimmung mit der Spaltung der Kreatinphosphor- 
siure'. 

Gleichzeitig sieht man aus der Tabelle, daB der Temperatur- 
koeffizient pro 10° (Q,,) etwa 2 betragt. Entsprechend der Abb. 2 betragt 
die Spaltungsgeschwindigkeit in 2,5n HCl nur etwa 60°, derjenigen 
in n HCl. 

Die Wirme bei der Spaltung wurde fiir zwei Praparate Arginin- 
phosphorsiure von 88 und 99°, Reinheit bestimmt, bei 28 und 25° in 
0,03 n HCl, die durch den Zusatz des Argininphosphats auf etwa px 2 
gebracht wird. Unter diesen Umstinden werden in 5 Stunden 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. — Fiir die Berechnung 
der k-Werte ist bisher falschlich statt des natiirlichen der dekadische 
Logarithmus benutzt worden; alle k-Werte sind daher mit 0,434 zu 
multiplizieren. (Nachtrag bei der Korrektur.) 
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Tabelle II. 


Verseifungsgeschwindigkeit der Argininphosphorsaure in Saure. 





Datum Zeit Gespalten 


Nr. 1927 Temperatur n HCl Sieuten on k.10-3 
1 14. X. 37° 1 30 26,7 4,47 
60 43,4 4,12 
125 76,0 4,95 
2 24. X. 28° 1 30 17,1 2,72 
80 35,8 2,24 
133 49,1 2,20 
180 61,9 2,33 
240 69,4 2,15 
360 48.8 2,27 
520 90,9 1,93 
1400 100 _ 
F 28° 2.5 135 34,7 1,37 
300 62.6 1,42 


etwa 80 bis 90°, gespalten. Die Bezeichnungen der Tabelle stimmen 
mit Tabelle I tiberein. Die Mischung neutralisiertes Arginin+- Phosphat 
mit verdiinnter Salzsaure ergibt nur eine geringe negative Warme, dic 
negative Mischungswarme der verdiinnten Argininphosphorsaure mit H (! 
ist aber noch gréBer als bei der Kreatinphosphorsiure. Wiahrend die 
Werte von w, daher in beiden Fallen nicht sehr verschieden sind, sind 
die fiir w,, in Ciesem Falle etwas kleiner, nimlich etwa 9000 cal pro Mol. 


‘ 


Tabelle III. 
Spaltungswarme der Argininphosphorsiure. 


A. Gemessene Spaltungswirme. 





| 
| 





So earn See Be le2 le | e | oehOs 
3s éc 3 x . 5 & Ss 3 ie 

| E£ | $3 43| 3 | e7 | 2] ds! ¢ 

Nr.) Datum | | €s Pu 3 3 Py > 4 & ss 

| g3| 25 : Spo g gf 2/288 3 

| 1927 ccm n HCl mg > = 2s | 

1 9XIL «6838 «60,08 «61,99 205 28° Sn 0,047 432 344 30.6 

2 10.XIL 79 0.08 215 307 25 5,30’ 0.0795 7,0 53.0 41,0 


B. Berechnung. 





Temperatur- | Temperatur: 


| Tempe anderung bei anstie - ® 
Nr. svgerns 3 | « cusate der origiert fr be P aa ite | St py ae 
; | paltprodukt | erdunn 0} 5 
bei Zusatz | korrigiort ta — HPO, pro Mol 
1 —0,013 | —0,003 0,037 3,40 10900 «3880 = 7850 


2 — 0.0235 —0.013 0,069 6,10 12100 108 10690 
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C. Spaltungswarme der Aminophosphorsdure. 


SchlieBlich wurde die Spaltung der Aminophosphorséure in der 
gleichen Anordnung bestimmt. Diese wird, wie in der vorhergehenden 
Mitteilung erwahnt, von verdiinnter Saure rasch gespalten. Zu den 
Warmeversuchen diente 0.5 n und 0.25 n HCl; erstere spaltet bei 20° 
in 90 Minuten, letztere in 3 Stunden nahezu vollstandig. Auch der 
Zusatz der Aminophosphorsaure zur verdiinnten Salzsaure ergibt eine 
negative Mischungswirme; sie betragt aber nur 5°, der Spaltungs- 
wirme, statt 20 bis 30°, bei den Guanidinophosphorsauren. Die 
Mischungswirme fiir Ammoniumphosphat in verdiinnter Salzsiure 
konnte vernachlissigt werden. Zwei Versuche bei 20° sind in der 
Tabelle IV wiedergegeben. 

Tabelle IV. 


Spaltungswirme der Aminophosphorsaure. 


A. Gemessene Spaltungswarme. 




















ba A * me mg P.O; 
23s | e&€ Rs 5 ————— 
as | 88 $3) Gy | 3 |e. |) ads ost | fez 
J > “4 S : ' ee TS 
worms sk | i lis at i Bi 
ec ° a} < 
wo ccm [ance ime | | PE FE a OE 
1 101 79. 050, 270 0,815° | 27,7 1825 100 131.5 1215 
2 10.1 78 625+ 185 0147 | 128 68.2 5,0 642 59,0 
B. Berechnung. 
| 
T a Ta 
in | _ratur | Tomita: | Korrgierte Abgespalten 1, ; 
rans = e | anstieg pro Mol. ro Mol. 
peer | mg HsPO, Hrd, ied, 
1 |—0,015 0,300 26,4 168 16 200 157 15 400 
2 —0,006 0,140 12,2 81,5 15400 150 14 700 


Die Warme stimmt mit derjenigen der enzymatischen Spaltung 
innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. Dies ist fiir die Beurteilung 
der Warmeversuche mit den Guanidinophosphorsauren von Wichtigkeit, 
bei denen infolge Mangels an Material und der laingeren MeBzeit die 
Warmen nicht so genau bestimmbar sind. Die Reaktionsgleichung 
fiir die Spaltung in neutraler Lésung lautet: 


NH, -  _OHT 
0O:P-O |4H*+H,O=]0:P—O |+ NH{ + 15000 cal. 
OH - OH 


Die Wiarme hierbei ist auf den Austausch der OH-Gruppe gegen die 
Aminogruppe am P-Atom zu beziehen und hat nichts mit einer Neu- 
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tralisationswiarme zu tun, da eine Bildung von Wassermolekiilen ja 
bei der Entstehung des Ammoniumphosphats nicht stattfindet. Genau 
die gleiche Betrachtung gilt auch fiir die Spaltung der Guanidino. 
phosphorsauren. 


i11. Die Dissoziationskurven der Aminophosphorsduren. 
A. Die Dissoziationsverhiltnisse der Guanidinosiuren. 


Um die Deutung der Elektrotitrationskurven zu erleichtern, ist ex 
gut, zunichst die Dissoziationsverhiltnisse von Arginin und Kreatin 
selbst zu kliren. Nach Bjerrum' existiert die Hauptmenge einer ali- 
phatischen Aminosiure in Lésung nicht als neutrales ungespaltenes 
Molekiil NH,.R.COOH, sondern als Zwitterion *NH,.R.COO. 
Es gelten dann die Dissoziationskonstanten a) fiir die Siure: 


tiie [NH,.R.COO7}).[H*] 
[NH,.R.COOH}] 

b) fiir die Base: 

__ [NH,.R.COO7}.[OH | 


a> [NH,.R.cOO} 


wobei gegeniiber den friiher gebrauchlichen Konstanten A, fiir Saure 
und K,, fiir Base die Beziehungen gelten: 


pe Ku,o ma Ku, 0 
Ks — RK, ’ Kp — RK, 


Neben den von Bjerrum selbst angefiihrten Argumenten kann 
nach Ebert die ungewéhnlich groBe Dissoziationswirme der aliphati- 
schen Aminosiuren, wie sie fiir Glykokoll, Alanin und Leucin, sowie 
Proteine bestimmt worden ist*, fiir diese Auffassung ins Feld gefiihrt 
werden und umgekehrt die GréBe dieser Warme zur Entscheidung 
benutzt werden, ob der Ampholyt in Lésung zur Hauptsache als neu- 
trales Molekiil oder als Zwitterion vorliegt. Die ,,scheinbare Disso. 
ziationswiarme™ der Saure ist dann in Wahrheit ihre Neutralisations- 
warme bei der Bildung des Zwitterions bzw. des inneren Salzes. Fiir 
das Arginin hat bereits Bjerrum in den angefiihrten Arbeiten die Lagen 
der neuen Dissoziationskonstanten diskutiert, allerdings auf Grund 
der alten ungenauen Schitzungen von A. Kanitz, die falschlich als 
Messungsdaten in die Literatur tibergegangen sind. An Stelle von 
K,= 10- tritt dann Kz, > 1; an Stelle von K,, = 10—')® tritt 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 52, 1923; 106, 230, 1924. 
2 Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 385, 1926. 
3 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. f. Physiol. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924. 
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K y= 10-74, withrend K,, = 10-7 unverandert bleibt, aber als K,, 
aufzufassen ist. Nach der Elektrotitrationskurve des Arginins, die 
wir mit einem Priparat von Schuchardt sowie dem uns freundlichst 
von Professor S. Edibacher zur Verfiigung gestellten ausfiihrten, liegt 
der Wendepunkt der Kurve fiir die zweite Basenkonstante bei py 9.2, 
so daB K», in Wahrheit 10~*° ist; K, ergab sich dagegen nahe 10~+°. 
Kehrt sich danach die Starke der beiden Basenkonstanten um, so 
erhebt sich die Frage, ob Ky, die Dissoziation der Guanidingruppe, 
Ky, die der a-Aminogruppe anzeigt. Diese Frage ist zu bejahen. Ver- 
setzt man namlich eine Argininlésung mit Formol und orientiert sich 
dann tiber den Verlauf der Titrationskurven (mit Indikatoren), so ist 
das mittlere Puffergebiet bei py 9 verschwunden, dagegen das bei py 3 
erhalten. Demnach entspricht Kz, der a-Aminogruppe und Ky, der 
Guanidingruppe. Wenn ferner K, > Kg,, so ist nach Analogie zu 
erwarten, daB die Saiureneutralisationswarme (scheinbare Dissoziations- 
wirme) bei py 2.5 gréBer ist als die Basenneutralisationswirme 
bei px 9, und auch diese Erwartung bestatigt sich. Es wurde hierfiir, 
wie friiher beschrieben', ein Uberschu8 von m/10 Aminosiure (etwa 
70 cem) zuniachst durch Zugabe von NaOH oder HC! auf ein Gebiet 
maximaler Pufferung gebracht und dann eine gewisse Menge n HCl 
oder NaOH zugegeben, so daB die py-Verschiebung das Puffergebiet 
nicht iiberschritt. Bei abwechselnder Zugabe von H4l und NaOH 
muB die negative Dissoziationswirme des Wassers = -+-/ 13700 cal 
erhalten werden. Fiir das Arginin ergibt sich bei pq 2,5 eine Saure- 
neutralisationswarme von 13100 cal und bei py 9 eine Basenneutralisa- 
tionswarme von 11000 cal. 


Die gleiche Vorstellung lat sich auf das Kreatin tibertragen. In 
der Literatur wird dasselbe als einwertige schwache Base aufgefabt* 
mit K, = 10-"2_ Sein chemischer Bau spricht aber dafiir, daB es 
ein Ampholyt ist mit einer schwicheren Siure- und starken Basen- 
gruppe. Es ergibt sich dann Kg= 10-%’, Kp >1. Auch dies laBt 
sich durch Messung der scheinbaren Dissoziationswirme beim Langen- 
zusatz im Puffergebiet von py = 3 bestatigen. Die Warme ergibt sich 
zu gut 13000 cal. Ebenso wird verstandlich, warum Kreatinin ein 
gréBeres K,, besitzt als Kreatin, nimlich 10~%”5, obgleich es doch von 
dem Guanidinrest nur noch die Iminogruppe frei hat. In Wahrheit 
ist durch die Anhydridbildung die Dissoziation verkleinert. Dem- 
entsprechend ist im sauren Puffergebiet die Siureneutralisationswirme 
stark verringert = 8800 cal. Eine innere Salzbildung ist hier auf Grund 
der Formel nicht mehr méglich. 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch., a. a. O. 
2 A. Hahn, Zeitschr. f. Biol. 72, 34, 1920. 
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Tabelle V. 

Neutralisations- und Dissoziationswarmen der Guanidinoséuren (20°). 

Pie | Konzens | | | Negativ 

Substanz. onzen e 

konzene PH tration (n) l Molare | , Dissozia- 

Nr. — Substanz autlen 2, Zusatz deo Ze gebildet Warme | Seneutiome 

mol. (2 ccm) Wassers 

1 Arginin 0,1 9,44 HCl 1,0 220 11000) 14 100 
0,1 8.94 NaOH 1,0 6,2 3100 | 

2 ‘e 0,1 242 NaOH 0.5 13,1 18 100 |) 13 730 
0,1 2,92 HCl = =—s« O05 0,63 630 || 

3 Kreatin 0.1 2,98 HCl 0,5 107 1070 ) 14.500 

0,1 2,72 NaOH 0,5 13.5 13500) . 

4 = Kreatinin 0,1 5,16 HCl 1,0 10,7 5 300 | 14.200 

0,1 4.71 NaOH 1,0 17,8 8900 | 


Die Versuchsdaten sind in Tabelle V enthalten. (Der Zusatz der 
MaBflissigkeiten betrug stets 2ccm. Fiir die Verdiinnungswarme der 
Salzsiure auf das Volumen von 70 ccm wurde eine Korrektur an- 
gebracht.) 

B. Die Elektrotitrationskurven. 

Die Elektrotitrationskurven wurden in der gleichen Weise auf- 
genommen wie in den friiheren Arbeiten!. Als TitrationsgefaB be- 
nutzten wir das in Abb.3 abgebildete. 

<s bestand aus einem kleinen, oben mit 
Schliff verschlossenen Becherglas, das 
zwei seitlich angeschmolzene Glasrohre 
besaB, deren eines innen fast auf den 
Boden herabreichte. Dieses diente zum 
Einleiten, das andere zum Ableiten des 
Wasserstoffs. Der aufgeschliffene Deckel 
besaB drei Offnungen; durch die eine 
wurde der Agarheber, durch die zweite 
das Glasrohr mit der Pt-Elektrode, durch 
die dritte das Kapillarrohr, das mit der 








Abb. 3. Birette beweglich verbunden war, mittels 
waren kleine Gummischlauchansiitzen luftdicht _ hin. 
a: Einleitungsrohr fiir Ho. durchgesteckt. Das TitrationsgefaB stand 


a. peemitung: ©: Agarbeber. in einer gréBeren Schale mit gesiittigter 
kapillere. Das ElektrodengefaS © Kaliumchloridlésung, deren Temperatur 


eteht to Neraehenen Bad mite bestimmt wurde. Wir besaBen mehrere 





yap ae hi — — — derartige GefaBe fiir die Titration von 
garhe Ww 
a. 2.0, 5,0 oder 10,0cem Ausgangslésung 


1 O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. O. Meyer- 
hof und K. Lohmann, ebendaselbst 185, 114, 1927. 
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mit den aquivalenten Laugen- und Saiuremengen. Je nach der Kost- 
barkeit der zu titrierenden Substanz wurde die kleinere oder gréBere 
Menge verwandt. Die Biirette war in 0,02 ccm geteilt. Ein anderes 
derartiges GefaiB besaB statt des Agarhebers einen durch Schliff 
befestigten Boden und wurde mit demselben direkt in die gesittigte 
KCl-Lésung gesteckt. Doch lieB die Stromleitung durch den Schliff 
gelegentlich zu wiinschen iibrig. 

Zur Titration wurde im allgemeinen so verfahren, daB méglichst 
reine Ba-Praparate der zu titrierenden Substanz mit Na,SO, oder 
H,SO, in genau berechneter Menge versetzt wurden. Dann wurde die 
Lésung halbiert; ein Teil blieb bei den neutralen Lisungen unter Zu- 
gabe einer genau gemessenen Siuremenge einen Tag bei 37° stehen, 
um vollstaindig hydrolytisch zu zerfallen. Von dem anderen Teile 
wurde eine abgemessene Menge sofort der Elektrotitration unter- 
worfen. Inder bariumfreien Lésung wurde der Gehalt an siurelabilem 
Phosphat sowie etwa vorhandener Verunreinigungen mit saurestabilen 
Estern genau bestimmt. Die MadSfliissigkeiten unterschieden sich 
im allgemeinen nicht weitgehend in ihrer Konzentration. Am nichsten 
Tage wurde auch die aufgespaltene Lésung unter Beriicksichtigung der 
zugegebenen Séuremenge mit CO,-freier NaOH zuriicktitriert. SchlieB- 
lich wurden zur Kontrolle genau gleich zusammengesetzte Gemische 
von Arginin + Phosphorsaure, Kreatin + Phosphorsiure und NH,OH 
+ Phosphorsiure ebenfalls elektrotjtriert. Dies diente vor allem 
zur Priifung der Reinheit der verwandten Priparate. In der Tat fielen 
die Titrationskurven der aufgespaltenen Aminophosphorsauren mit 
denen der Phosphatgemische ganz oder nahezu zusammen. 


a) Kreatinphosphorsaure. 


Von der Kreatinphosphorsaure wurden eine ganze Reihe Priparate 
verschiedenen Reinheitsgrades in nicht gespaltener und gespaltener 
Form elektrotitriert. Nur die Titrationskurven der reinsten Praparate 
sind wiedergegeben (Abb. 4). Hier ist auch die Kurve fiir das Gemisch 
Kreatin + Phosphorsaure eingezeichnet. 

Das benutzte Priparat war mit Kupfer-Erdalkali gereinigt und besa8 
99% leicht abspaltbares Phosphat, also nur noch 1% anderes organisches 
Phosphat und kein anorganisches. Das mit der aéquivalenten Menge Na, SO, 
umgesetzte Ba-Salz wurde in m/30 Lésung mit m/30 MaBfliissigkeiten 
titriert von der Ausgangsreaktion an (pq 8,2, Kurveo——o). Ein Teil 
der neutralen Lésung wurde mit dem doppelten Aquivalent HC! versetzt 
(3 cem m/30 Lésung + 2 cem n/10 HCl) und nach dem Stehen iiber Nacht 
bei 37° mit n/30 NaOH zuriicktitriert (Kurve x —— x ). In den Abbildungen 
sind alle Mengen auf 10 ccm Aquivalentlésungen umgerechnet. 


Aus der Kurve der aufgespaltenen Verbindung ergibt sich in 
Ubereinstimmung mit der Kurve des Gemisches ee, daB die Puffer- 


Biochemische Zeitschrift Band 196. 5 
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stelle a dem pK, des Kreatins = 2,7 entspricht, die Stelle b dem pK. 
der Phosphorsaure (6,85) und ¢c dem pXg, der Phosphorsiure (11,7 ), 


wahrend die erste Stufe der Phosphorsdure (pK 2,0) nicht mit titriert 
ist. In der ungespaltenen Verbindung fehlt die Pufferstelle ¢ ent- 
sprechend dem pX gx, der Phosphorsiure. Die Strecke d bis e entspricht 
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Abb. 4. 
Elektrotitrationskurven der Kreatinphosphorsaure mit aquivalenter NaOH. 
Ordinate: Zehntel NaOQH-Aquivalente. 10 entspricht einem Aquivalent Krp. Abszisse : 4. 
o——o ungespaltene Krp. x——x die gleiche Lésung aufgespalten. @ @ gleich konzen- 
triertes Gemisch von Kreatin und Phosphorsaure. 





vielleicht nach ihrer Steilheit zwei Pufferaquivalenten, also méglicher- 
weise dem pK, des Phosphorsiurerestes und dem pK, des Kreatins. 
Dann kénnte die Pufferstelle bei f von dem pKx, des Phosphorsaure- 
restes herriihren, dessen Starke durch die Bindung mit der Guanidin- 
gruppe auBerordentlich verstarkt sein wiirde. Diese Deutung ist aber 
durch den abweichenden Verlauf bei den anderen Aminophosphor- 
siuren nicht sehr wahrscheinlich. Vielmehr scheint die ungespaltene 
Verbindung neue Dissoziationsverhaltnisse zu besitzen, wobei vielleicht 
die noch vorhandene Iminogruppe zur Carboxylgruppe in Beziehung 
tritt, ahnlich wie beim Kreatinin. Die Deutung ist durch die eigen- 
artige Dissoziation der Guanidingruppe erschwert. Das Guanidin 
ist trotz zweier Amino- und einer Iminogruppe bekanntlich einsaurig. 
was auf ein oszillierendes H-Ion zuriickgefiihrt werden kann’. Wird 


1 Lecher und Graf, Liebigs Ann. 488, 154, 1924; 445, 61, 1925. 
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eine Aminogruppe davon gebunden, wie im Kreatin, so verschwindet 
die starke Basenvalenz nicht; méglicherweise bleibt also auch in der 
Iminogruppe noch ein Rest zuriick. So viel geht aus dem Kurven- 
verlauf hervor, daB bei annahernd neutraler Reaktion (pq 5 bis 6) die 
aufgespaltene Verbindung nahezu ein Saureaquivalent mehr beansprucht. 
Es entspricht dies dem Auftreten der starken Guanidingruppe neben 
der schwachen dritten Phosphorsaiurestufe bei der Aufspaltung. Erst 
bei extrem alkalischer Reaktion tiberwiegt der EinfluB der letzteren, 
so daB die Kurven sich tiberschneiden. 

Von jeder Theorie unabhiangig, besitzt die schwichere Saure- 
dissoziation der Kreatinphosphorsaure ein pK, von 4,5, die stirkere 
von 2,7. (Ob noch eine starkste mit dem pK von etwa 2 vorhanden ist, 
sei dahingestellt. In diesem letzteren Falle ist noch eine entsprechende 
Basendissoziation bei py 12 anzunehmen, weil ja die Kreatinphosphor- 
siure im ganzen nur zwei Kationenidquivalente binden kann.) 


b) Argininphosphorséure. 

Es wurde fiir die hier wiedergegebenen Titrationskurven ein tiber 
die freie Saure gereinigtes Ba-Priparat verwandt. Die Molaritat der 
Lésung betrug 0,0319. Entsprechend sind die Zahlen fiir den Verbrauch 
der n/30 MaBfléssigkeiten umgerechnet. Ein Teil der sauren Arginin- 
phosphorsaurelisung blieb bei 37° iibes Nacht zur Aufspaltung, stehen. 
AuBer der aufgespaltenen Siure wurde das Gemisch Arginin + H, PO,, 
sowie das Arginin allein elektrotitriert. Die beiden Argininpraparate 
von Schuchardt und Professor Edlbacher ergaben dieselben Kurven. 
Die Titrationskurve des freien Arginins ist auf der Abb. 5 gegen die 
anderen beiden Kurven um zwei Aquivalente NaOH verschoben; das 
freie Arginin, das ja zwei Basen- und eine Saurevalenz hat, hat ein 
pu von etwa 10,5. Das durch Zugabe von zwei Siuredquivalenten ent- 
stehende py wurde als Nullpunkt der Ordinate angenommen. Die 
Kurve des Gemisches fallt nicht ganz genau auf die der aufgespaltenen 
Verbindung, sondern letztere entspricht einer etwas stirkeren Kon- 
zentration, denn beide Kurven sind einander genau ahnlich. Diese 
beiden Kurven lassen vier Pufferstellen erkennen: a entsprechend dem 
pKg des Arginins 2,5; b dem pKg, der Phosphorsiure bei 6,85; ¢ dem 
pK,, des Arginins 4,8 (px = 9,2); d entsprechend dem pXKsg, der 
Phosphorsiure von 11,7. Kg, der Phosphorsaure ist nicht mittitriert. 
Die ungespaltene Verbindung, die nicht so weit nach der sauren Seite 
titriert ist, besitzt von py 3 bis 11 drei Pufferstellen, von denen aber 
die im sauren Gebiet e nach ihrem Verlauf zwei Valenzen entsprechen 
muB. Es ist dies offenbar K, des Arginins (= py 4,5 etwa) und Kg, 
des Phosphorsiurerestes, wobe' letztere in Ubereinstimmung mit dem 
Verhalten der Aminophosphorsiure abgeschwicht ist. Ganz ent- 
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sprechend ist K, der Phosphorsaure abgeschwicht und K,, des Arginins 
verstirkt. Danach ergibt sich pK s, des Phosphorsiurerestes = 9, 
und pK,, des Argininrestes = 2,8. Noch ausgepragter als bei der 
Kreatinphosphorsaure ist auf der sauren Seite die Kurve der gespaltenen 
gegeniiber der ungespaltenen Argininphosphorsiure um ein Saure- 
aquivalent verschoben. Auch hier iiberwiegt also der Einflu8 der bei 
50 
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Abb. 5. 
Elektrotitrationskurven der Argininphosph 
Ordinate und Abszisse wie Abb. 4. 

o——o ungespaltene Arp. x——x die gleiche Lésung gespalten. @--.@ annibernd gleich: 

konzentriertes Gemisch von Arginin und Phosphorsiure. o——o Arginin allein. 
Das Pq der freien Argininbase (10,5) ist entsprechend den zwei basischen Valenzen auf der 

Ordinate 20 cingetragen. 





7a 13 Woh 





der Spaltung entstehenden Basengruppe des Guanidins weit den der 
gleichzeitig frei werdenden dritten Stufe der Phosphorsaure. Die Uber- 
schneidung der Kurven am Neutralpunkt zeigt aber, daB eine Ver- 
stirkung der Sauredissoziation im alkalischen Gebiet bei der Auf- 
spaltung der Verbindung durch zwei Vorginge herbeigefiihrt wird: 
a) das Auftreten der dritten Phosphorsaurestufe, das sich jenseits von 
pu 10 geltend machen kann, und b) die Abschwichung von pK,, des 
Arginins, die zweifellos durch die frei werdende Guanidingruppe B, 
veranlaBt wird. 


ce) Monoaminophosphorsaure. 
Die Wabhrscheinlichkeit der fiir die Kurven der Argininphosphor-. 
siure gegebenen Deutung geht aus der Titrationskurve der Mono. 
aminophosphorsaure hervor. Es wurde eine m/10 Lésung des K-Salzes 
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benutzt. Diese wurde nach der sauren und alkalischen Seite titriert. 
Ein Teil wurde durch zugegebene HCl aufgespalten und mit NaOH 
zuricktitriert. Die benutzten Praparate waren zu 96 %, reines K-Amino- 
phosphat. 
Phosphat ber.: 0,544 mg P,O,. 
gef.: 0,521 ,, P,O, = 95,8%. 
Kalium: 50,5 mg K-Salz mit Fe" entphosphort, mit Schwefelsiure 

eingedampft, der Riickstand als K,SO, gewogen. 

Ber.: 15,1 mg K; 

Gef.: 32,8 mg K,SO, = 14,6 ,, K, also 96,5%. 


Auf Grund der P-Bestimmung wurden 140 mg K-Salz (Molekular- 
gewicht 135) in 10cem aufgekochtem Wasser gelést und mit 0,1 n 
MaBflissigkeiten titriert. Fiir die Titration der gespaltenen Verbindung 
waren 70 mg K-Salz in 5,0 ccm 0,2 n HCl gelést. Die letztere Kurve, 
Abb. 6, fallt mit der von Ammoniumphosphat vollstandig zusammen. 
Die Pufferstellen a, 6, d entsprechen den drei Stufen der Phosphorsiure, 
die bei c (pa 9,25) dem K, des NH,OH (= 10-*”). In der Amino- 
phosphorsaure sind nur zwei Pufferstellen vorhanden, e bei py 2,8 und 
/ bei px 8,2. Diese miissen dem pX, und pK, der Phosphorsiure ent- 
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Elektrotitrationskurven der M inophosphorsa (Ausgang: NH, . PO(OK)(OH_) 
o——o ungespaltene Amp. x——~ aufgespaltene Amp. @ @ gleichkonzentriertes 
NH,KHPO,. 

Die beiden letzteren Kurven fallen vdéllig aufeinander. (Das Py des K-Amp.Salzes ist auf der 
Ordinate 20 eingetragen, entsprechend den 2-B aquival der aufgespaltenen Verbindung.) 
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sprechen, sind also bei beiden gegeniiber der freien Phosphorsiure 
abgeschwacht. Genau wie bei den Guanidinophosphorsaéuren riickt 
die gespaltene Verbindung im Gebiet von py 5 bis 6 um ein Saure. 
aquivalent herunter. Auch hier gilt dieselbe Erklarung: es entsteht 
eine relativ starke Base und eine sehr schwache Saure. Trotz der Ver. 
stirkung von Kg, der Phosphorsaure bei der Aufspaltung iiberschneiden 
sich die Kurven aber noch nicht hinter dem Neutralpunkt, sondern 
erst im stark alkalischen Gebiet, wo sich das Auftreten der dritten 
Phosphorsiaurestufe geltend macht. 


Diskussion. 


Fiir die physiologische Bedeutung der geschilderten Reaktionen 
scheint vor allem wichtig, daB der a-Aminosiure Arginin und ihrem 
Abkémmling Kreatin im Tierreich eine ganz iibereinstimmende Rolle 
zugewiesen ist, und dab diese — in chemischer Beziehung — in der 
Bindung und Abspaltung einer Phosphorsiuregruppe besteht. Hierin 
liegt ganz offenbar der biologische Sinn der Guanidingruppe, daB sie 
zu dieser Verkniipfung vorwiegend geeignet ist. Denn das Arginin 
besitzt ja noch eine a-Aminogruppe, die schwacher dissoziiert ist. Im 
allgemeinen wird eine mehrsaurige Base bei der Veresterung zunichst 
mit der schwachsten Basengruppe reagieren, wie dies ja auch bei einer 
mehrbasigen Saure der Fall ist. Da dies hier nicht geschieht, so mui 
die Guanidingruppe besonders fiir eine solche Veresterung disponiert 
sein, und dieyer Umstand wieder kénnte erkliren, warum bei den 
Wirbeltieren an Stelle des Arginins ein neutrales Derivat getreten ist. 
das keine weitere freie Aminogruppe auBer in der Guanidingruppe besitzt 
Die Elektrotitrationskurven der gespaltenen und ungespaltenen Ver- 
bindung iiberschneiden sich bei ganz schwach alkalischer Reaktion. 
die wenig entfernt ist von der des unermiideten Muskels. Daraus folgt. 
da8 Aufspaltung und Veresterung im Muskel nahezu ohne Reaktions- 
verschiebung verlaufen. In der Tat ergab sich bereits in der Arbeit 
von O. Meyerhof und J. Suranyi, daB bei der enzymatischen Spaltung 
von zugesetzter Kreatinphosphorsaure durch Muskelextrakt bei nahezu 
fehlender Milchsaurebildung das py véllig unverandert bleibt!. Anderer- 
seits sind in dem Gebiet von px 6 bis 8 die Guanidinophosphorsauren 
voéllig ungepuffert, das aufgespaltene Gemisch aber durch das frei 
werdende Phosphat stark gepuffert. Da im frischen Muskel wenigstens 
75°, — in vivo wahrscheinlich noch mehr — von dem anorganischen 
Phosphat als Phosphagen vorliegen, ist die Pufferwirkung des Phos- 
phats im Muskel viel geringer, als bisher angenommen wurde. Ob der 


1 O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927; vg. 
Tabelle VIII, 8S. 123. 
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Steigerung der Pufferwirkung beim Zerfall wahrend der Muskeltatig- 
keit eine physiologische Bedeutung zukommt, mu8 vorliufig dahin- 
gestellt bleiben?. 

Welche Bedeutung der Warmeténung der Reaktion fiir die Energetik 
des Muskels zukommt, soll in einer spiteren Arbeit ausgefiihrt werden. 
Doch sei schon hier darauf hingewiesen, daB die in einer vorliufigen 
Mitteilung? ausgefiihrte Energiebilanz in quantitativer Hinsicht ab- 
geindert werden mu. Die Spaltungswarme der Kreatinphosphorsaure 
ergibt sich in der vorliegenden Arbeit kleiner als dort angenommen 
wurde, nimlich zu 110 bis 120 cal statt 150. Weitere Versuche zeigen, 
dal wahrend der MeBperiode des calorischen Quotienten , siisharas) 
im tatigen Muskel nicht, wie angenommen wurde, eine Abspaltung von 
etwa 0,75 g H,PO, pro Gramm Milchsaéure, sondern durchschnittlich 
nur 0,5 g H, PO, erfolgt. so daB der in den kalorischen Quotienten ein- 
gehende Energiebetrag aus dieser Spaltungswirme nur etwa halb so 
groB sein diirfte, als von uns berechnet worden ist. 


Zusammenfassung. 


In der Arbeit wird zunichst die Darstellung der Argininphosphor- 
siure und die Identifizierung der Spaltprodukte beschrieben. Fiir 
die Konstitution ist von Wichtigkeit, daB die a-Aminogruppe in der 
ungespaljenen Verbindung frei ist. Andererseits wird dié Arginin- 
phosphorséure von Arginase nicht angegriffen. 

Die Warmetéinungen der Siaurespaltung werden sowohl fiir saure 
Reaktion (w,) und neutrale (w,) berechnet. Fiir Kreatinphosphorsiure 





1 Nach Abschlu8 der vorliegenden Arbeit wird uns eine vorléufige 
Mitteilung von Fiske und Subbarow in der ,,Science“* vom 10. Februar 1928 
(47, 169) zuganglich, wo die Autoren auf Grund der Messung der Disso- 
ziationsstufe der Kreatinphosphorséure von 2,5 . 10—° H in einer 0,005 mol. 
Lésung die Ansicht vertreten, daB bei dem Zerfall der Kreatinphosphor- 
séure im lebenden Muskel eine starke Verschiebung nach der alkalischen 
Seite eintreten miiBte, die zur Neutralisierung der Milchséure hinreichend 
wire. Dieser Ansicht kénnen wir uns nach dem Verlauf der Titrations- 
kurven und auf Grund der direkten Messung des pg bei enzymatischer 
Spaltung nicht voll anschlieBen. Der Muskel wird bei Ermiidungsgraden, 
in denen schon die Hauptmenge des Phosphagens zerfallen ist, nicht saurer 
als bis etwa py 6,8, im duBersten Falle bis 6,4. In diesem Gebiet ist aber 
die Kreatinphosphorséure véllig ungepuffert. Auch kann das freie Phosphat 
nicht in héherem Mae zur Neutralisierung der Milchséure dienen, als es 
schon in der von Fiske und Subbarow angefiihrten Alteren Arbeit von uns 
(diese Zeitschr. 168, 128, 1926) berechnet wurde, wo ja das ganze direkt 
bestimmbare Phosphat als anorganisch betrachtet ist, was, wie wir jetzt 
wissen, erst bei hohen Ermiidungsgraden zutrifft. 

2 O. Meyerhof und K. Lohmann, Naturw. 15, 670, 768, 1927. 
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ergibt sich w, zu etwa 12000 bis 13000 cal pro Mol., w,, zu 10000 bis 
11000, fiir Argininphosphorsdure w, zu 11000 bis 12000 cal, w, zu 
8000 bis 10000 cal, fiir Aminophosphorsiure w, zu 16000 cal, w, zu 
15.000 cal. 

Ferner werden die Dissoziationsverhaltnisse der drei Verbindungen 
untersucht. Die Dissoziationswarmen des Arginins und Kreatins 
sprechen dafiir, daB beide als Zwitterionen existieren, und zwar besitzt 
im Arginin die Guanidinbase die starkere Basenkonstante K, > 1, die 
a-Aminogruppe die schwache Ky, = 10~*°; Kx ist etwa 10-7? In den 
Guanidinphosphorsauren erscheint die starke Base mit der schwachsten 
Phosphorsauregruppe verestert. Die Kreatinphosphorsiure zeigt zwei 
Sauredissoziationen: K, = 10~*’, K, = 10~*°, die Argininphosphor- 
siure zwei Siuredissoziationen und eine Basendissoziation: K,, = 10~*°. 
Ks, = 10-%°, Kz = 10-8. Die Aminophosphorsiure hat zwei Siure- 
dissoziationen: Kx, = 10-28 K a = 10-%2. In den beiden letzten 
Fallen wird die Dissoziation der Phosphorsaurereste in der ungespaltenen 
Verbindung stark abgeschwicht, in der Kreatinphosphorsaure scheinbar 
verstarkt, doch ist die Deutung im letzteren Falle unsicher. Die Auf- 
spaltung der Verbindungen im Muskel in der Nahe des Neutralpunktes 
geht praktisch ohne Verschiebung des py vor sich, doch entsteht aus 
einer nicht puffernden Verbindung ein Gemisch, das starke Pufferung 
besitzt. 
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Uber den Zerfall der Kreatinphosphorsaure 
in Zusammenhang mit der Tiatigkeit des Muskels. I.' 


Von 


D. Nachmansohn. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 14. Marz 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Feststellung des Zerfalls des Phosphagens (Kreatinphosphor- 
siure, Krp.) bei der Tatigkeit des Muskels und die Resynthese der 
Verbindung in der oxydativen Restitution, Entdeckungen, die wir 
P. und G. P. Eggleton? (am Froschmuskel), sowie Fiske und Subbarow* 
(am Saugetiermuskel) verdanken, wirft die Frage auf, in welcher Weise 
diese Reaktionen an dem ArbeitsprozeB des Muskels beteiligt sind. 
Wahrend alle sonst bekannt gewordenen Vorginge, etwa Lipoid- 
verbrauch*, Ammoniakabspaltung®, schon durch ihren relativ geringen 
Umfang sich als Nebenreaktionen gegeniiber dem Kohlehydratumsatz 
dokumentieren, ist dies fiir den Zerfall der Krp. anders. Am Anfang 
der Ermiidung und ebenso wahrend der oxydativen Restitution® ist 


Die Arbeit wurde mir durch ein Stipendium der Notgemeinschaft 
der deutschen Wissenschaft ermdéglicht, der ich auch hier fiir ihre Hilfe 
meinen Dank sage. 

2? P. und G. P. Eggleton, Biochem. Journ. 21, 190, 1927. 

% Fiske und Subbarow, Science 65, 401, 1927. 

* Biedermann, Ergebn. d. Biol. 2, 416, 1927. 

5 Tashiro, Amer. Journ. Physiol. 61, 244, 1922; J. Parnas, diese 
Zeitschr. 184, 399, 1927; G. Embden, Klin. Wochenschr. 14, 628, 1927; 
Ber. tiber d. ges. Physiol. 42, 560, 1928. 

* P. und G. P. Eggleton, Journ. of Physiol. 68, 155, 1927. 
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der molekulare Umsatz griéBer als der der Milchsiure. Es ist zy 
fragen, ob dieser ProzeB ahnlich wie die Milchsiurebildung mittelbar 
oder unmittelbar fiir die Energielieferung bei der Arbeit in Betracht 
kommt, ob er mit dem Mechanismus der Kontraktion verkniipft 
ist oder etwa mit dem Erregungsprozeb, ob er eine direkte 
oder indirekte Rolle in irgend einer Phase der Muskeltiitigkeit 
spielt. Wenn auch, wie bereits aus den vorstehenden Arbeiten 
von O. Meyerhof und K. Lohmann iiber die enzymatische Spaltung 
ersichtlich ist, der Phosphagenzerfall vom Kohlehydratumsatz un. 
abhangig ist, so kénnte er doch im intakten Muskel irgendwie mit 
demselben gekoppelt sein, oder er kénnte fiir eine Komponente des 
Kontraktionsvorganges in Betracht kommen, etwa im Sinne der Vor- 
stellung, nach der die Milchsaéurebildung fiir rasche Kontraktion 
der Umsatz des Kreatins aber fiir den Tonus des Muskels von Be. 
deutung sei. Auf Vorschlag und unter Leitung von Herrn Meyerho/ 
habe ich diese Fragen durch ein genaueres quantitatives Studium 
des Phosphagenumsatzes zu _ kliren versucht, wobei wesentlich 
erschien: 


1. die GréBe des Zerfalls mit der GréBe der Arbeitsleistung und 
der Milchsiurebildung zu vergleichen; 


2. die GréBe des Zerfalls in Abhangigkeit von der Art der Reizung 
und der Form der Kontraktion zu untersuchen; 


3. den zeitlichen Zusammenhang von Zerfall und Restitution mit 
den mechanischen Vorgingen und dem Umsatz der Milchsiure 
festzustellen. 


In der vorliegenden ersten Arbeit wird nur ein Teil dieses Gebietes 
behandelt, wobei vor allem zwei neu aufgefundene Phinomene meine 
Aufmerksamkeit in Anspruch nahmen : 


Zu Punkt 2 die auBerordentliche Einschrankung, die der Phosphagen- 
zerfall bei gleichbleibender Milchsaéurebildung und Arbeitsleistung 
durch die Curaresierung des Muskels erfahrt. 


Zu Punkt 3 das Vorhandensein einer beschrankten anaeroben 
Restitution der Krp. in unmittelbarem AnschluB an die Erschlaffung 


Im ersten Abschnitt der folgenden Arbeit wird der Phosphagen- 
zerfall mit der Milchsaiurebildung und der isometrischen Spannung 
bei Einzelreizen und Tetani unter verschiedenen Umstinden verglichen ; 
im zweiten Teile wird die anaerobe Resynthese des Phosphagens im 
Anschlu8 an die Kontraktion und die Abwesenheit anderer chemischer 
Vorgange von gréBerem Umfang im gleichen Zeitraum einer Unter- 
suchung unterzogen. 
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Zerfall der Kreatinphosphorsaéure. I. 


Methodik. 


Die Methode folgte im wesentlichen der in friiheren Arbeiten dieses 
Laboratoriums verwandten!. Alle Versuche wurden an Froschgastrocnemien 
ausgefiihrt, die mit den iiblichen Kautelen aus in Eis gekiihlten Fréschen 
entnommen waren. Gereizt wurde fiir Einzelzuckungen mit der Bowditch- 
uhr unter Abblendung der SchlieBungsreize, bei Tetani mit dem Bernstein- 
unterbrecher mit 25 Reizen pro Sekunde, wobei zur Vermeidung von Funken- 
bildung ein Kondensator von 10 Mf parallel geschaltet wurde. Die iso- 
metrische Spannung wurde mit dem Biirkerschen Spannungshebel gemessen ; 
die Zeit wurde mit einer schwingenden Feder von '/,; Sekunde verzeichnet. 
Die Abtétung der Muskeln geschah in fliissiger Luft. Fiir die Phosphat- 
bestimmung wurden die gefrorenen Muskeln in 4°,iger Trichloressigséure 
zerrieben. Die Bestimmung des Phosphagengehalts geschah nach der 
Vorsehrift von K. Lohmann*®. Um kleine Muskelmengen benutzen zu kénnen, 
wurde die Lésung zur Kolorimetrierung in 10-cem-Me8kélbchen aufgefiillt 
und in einem Leitzschen Kolorimeter fiir kleine Fliissigkeitsmengen ge- 
messen. Die Milchséurebestimmung wurde in einem Teile der Versuche 
in einem aliquoten Anteil des Trichloressigséurefiltrats vorgenommen 
unter Benutzung der Sha/ferschen Modifikation der Milchséurebestimmung *, 
in anderen Versuchen nach Schenck-EnteiweiBung. Das Ammoniak wurde 
nach der Methode von Parnas‘ bestimmt, wobei aber der Muskel nicht 
entsprechend der Originalvorschrift in alkalischem Borat zerrieben wurde, 
vielmehr ebenfalls in Trichloressigsiure, und dann nur ein aliquoter Teil 
des Filtrats verwandt wurde. Man erhaélt auch so die von Parnas an- 
gegebenen Ruhewerte und vermeidet das Schéumen der Lésung infolge 
ganzlicher EiweiBfreiheit. 

Fiir meine Versuche war es wesentlich, den Phosphagengehalt 
des ruhenden Muskels, die hierbei in verschiedenen Tieren vorkémmenden 
Schwankungen, ferner die Ubereinstimmung in den symmetrischen 
Muskeln desselben Tieres und schlieBlich auch in verschiedenen Ober- 
und Unterschenkelmuskeln méglichst genau zu kennen. Wegen der 
auBerordentlichen Instabilitat «les Phosphagens ist dabei natiirlich 
Voraussetzung, daB die Entnahihe und Verarbeitung der Muskeln mit 
den gréBten VorsichtsmaBnahmen geschieht. 

In der folgenden Tabelle I ist der Phosphagengehalt in Prozenten 
des Gesamtphosphats in den symmetrischen Gastrocnemien und Semi- 
membranosi, sowie den Sartorien angegeben, wobei jedoch beide Sartorien 
stets zusammen verarbeitet sind wegen der sonst nicht ausreichenden 
Menge. Die in einer Zeile stehenden Zahlen entsprechen den Muskeln 
desselben Tieres. Man sieht, daB die symmetrischen Muskeln der- 
selben Art ausgezeichnet iibereinstimmende Werte geben, die im 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 168, 143, 1926; 
J. Suranyi, Pfliigers Arch. 214, 228, 1926. 

® Diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 

% Vgl. hierzu die Bemerkung von O. Meyerhof und K. Lohmann, eben- 
daselbst 196, 22, 39, 1928. 

* Ebendaselbst 184, 399, 1927. 
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Tabelle I. 


Vergleich der Phosphagenruhewerte (in Prozenten des Gesamtphosphats) 
bei Gastrocnemien, Sartorien und Semimembranosi von Temporarien. 





Gastrocnemien Semimembranosi 





Nr. Datum a Fes pee 
1927 a b a b 

1 9. XI. 79.5 89 78 77 = 
2 12. XI. 73,0 73 71,5 73 74 

3 12.XI. | 72 73,5 69 71,5 71,5 
4 14.XTI. | 70 -- ; 04 70.5 72 
5 14. XI. | 74 76 77 73 74 
6 17. XI. 70 67 72 76 73 
7 21. XI. 67.5 65 , 7 73 69 

8 22. XI. 75 _ 73,5 75 72,5 

Durchschnitt : 72,5 72 73.5 73,5 72.5 


iuBersten Falle um 3 bis 4%, abweichen. Nicht ganz so gut stimmt 
der Gehalt in den verschiedenen Muskelarten iiberein. Indes sind 
auch hier die vorkommenden Unterschiede nicht sehr betriichtlich 
und zeigen keine systematischen Abweichungen, vielmehr ist der 
Durchschnittsgehalt, wie aus der letzten Zeile hervorgeht, in allen 
Fallen derselbe. 


Infolge der guten Ubereinstimmung des Phosphagengehaltes der 
verschiedenen Muskelarten lie& sich das Sartoriuspaar bequem zur 
Anfangsbestimmung verwenden und die beiden Gastrocnemien zu 
Arbeitsversuchen. In dieser Weise ist die Mehrzahl der folgenden 
Versuche ausgefiihrt. 

Fiir eine noch erheblich gréBere Zahl von Versuchen ist der mittlere 
Wert des Ruhegehaltes an Phosphagen sowohl fiir Sartorien wie fiir 
Gastrocnemien (im letzteren Falle curaresiert) berechnet. In 28 Ver- 
suchen an Sartorien ergab sich als Mittelwert des Gesamtphosphats 
1,84 mg P,O; pro Gramm, des Phosphagens 1,42 mg oder 77%. Die 
extremsten Werte im Prozentgehalt waren 82 und 70, die mittlere 


Schwankung m = ) ze 


n (n—1) 
Sartorien in der Hauptzahl der Versuche mit einem Gehalt von 77 + 1,5°,, 
rechnen kénnen. Fiir 17 Versuche an curaresierten Gastrocnemien 
ergaben sich gréBere Schwankungen; es betrug der Durchschnittswert 
des Gesamtphosphats in Milligramm P,O; pro Gramm 2,0, des Phos- 
phagens 1,48 oder 74,5%. Die extremsten Werte waren 58 und 81 °,,: 
die mittlere Schwankung betrug 1,9°%, so daB ich als Mittelwert 
74,5 + 4% als Durchschnitt angenommen habe. Wabhrscheinlich sin 
aber die Werte unter 70%, durch teilweise Aufspaltung des Phosphagens 
sei es noch in vivo, sei es bei der Extraktion bedingt. 


ergab sich zu +- 0,85, so daB wir fiir die 
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1. Uber die GréBe des Phosphagenzerfalls im Vergleich zur Milchséurebildung 
und Spannungsentwicklung. 


A. Spannung und Milchsdurebildung bei curaresierten und 
nicht curaresierten Muskeln. 


Nach fritheren Feststellungen ist das Verhiltnis von Spannungs- 
entwicklung zu Milchsaurebildung bei der isometrischen Kontraktion 
als nahezu konstant anzusehen. Genauer ist fiir eine bestimmte Muskel- 
art, Gastrocnemius oder Sartorius, und schwache und mittlere Grade 
der anaeroben Ermiidung der isometrische Koeffizient X,, fiir Einzel- 


kg Spannung.cm Muskellange 


zuckungen ———- eine in engen Grenzen 


mg Milchsaure 
schwankende Zahl, z. B. fiir Gastrocnemien = 140; bei hochgradiger 
Ermiidung sinkt er um etwa ein Drittel in der zweiten Halfte der Er- 
miidung ab. Ebenso ist bei tetanischer Reizung auch der isometrische 
kg Spannung . cm Muskelliinge . Sekunden 


Zeitkoeffizient K, — wenigstens 


mg Milchsaure 
fiir eine Reizdauer von etwa 10 Sekunden nahezu konstant'. Dies gilt 
sowohl fiir indirekte wie direkte Reizung, falls die letztere nicht zu 
stark ist, weil sonst eine Extrabildung von Milchsaure eintritt. Mehrere 
Versuche, die ich zur Kontrolle dieser Resultate ausgefiihrt habe, 
bestitigten das Resultat. Aus diesem Grunde ist bei Vergleich von 
curaresierten und nichtcuraresierten Muskeln fiir gleiche Spannungs- 
entwicklung zwar die Milchsiurebildung bei direkter Reizung in den 
nichtcuraresierten Muskeln in der Regel erheblich héher (hier ist eine 
Uberreizung kaum zu vermeiden), wahrend bei indirekter Reizung 
der nichtcuraresierten Kontrollmuskeln die Milchsiurebildung mit der 
des curaresierten Muskels iibereinstimmt. Tatsiachlich ist also die 
Milchsiurebildung von der Art der Reizung unabhangig, sofern eine 
Uberreizung vermieden wird. Es geht dies aus der folgenden Tabelle II 
hervor. Zur Curaresierung verwandte ich Kalebassencurare aus Vor- 
riten des Kieler physiologischen Instituts. Entweder spritzte ich 
2cem einer etwa 0,3°% igen Lésung in den Riickenlymphsack eines 
Frosches, dem vorher ein Bein abgebunden war; nach etwa 30 Minuten 
wurde der Frosch getitet und der curaresierte sowie der durch Ab- 
binden geschiitzte Gastrocnemius mit dem Femur prapariert. Oder ein 
Muskel wurde nachtriglich durch 40 bis 60 Minuten langes Einlegen 
in eine etwa 0,3°%ige Curarelésung gelahmt. 


Die ersten drei Versuche der Tabelle II zeigen den Vergleich von 
Spannung und Milchséurebildung bei direkter Reizung von curaresierten 
und nicht curaresierten Muskeln. Da8 der Unterschied durch Extra- 


1 J. Suranyi, Pfliigers Arch. 214, 228, 1926. 
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milechséure infolge Uberreizung des Muskels bedingt ist, geht aus den 
K.-Werten hervor. Die folgenden Versuche 4 bis 6 zeigen, daB der K,-Wert 
bei Vergleich von direkt gereizten curaresierten mit indirekt gereizten 
unvergifteten Muskeln gleich ist. 


B. Phosphagenzerfall und Spannungsentwicklung bei Einzelzuckungen. 


Der Phosphagenzerfall wurde sowohl bei curaresierten wie nicht- 
curaresierten Muskeln fiir Einzelzuckungen und Tetani bestimmt. In 
beiden Fallen wurde nach der letzten Kontraktion noch 30 Sekunden 
gewartet, damit die anaerobe Restitution abgeschlossen ist. Bei Einzel- 
zuckungen wurde der K,,-Wert fiir den Phosphagenzerfall ganz in 
Analogie zu dem der Milchsaure bestimmt kg ss in erence : 

mg H, PO, 


9 
Um auf gleiche Molekiilzahl zu kommen, ist dieser Wert mit = = 1,09 


© 


zu multiplizieren. 


1. Nichteuraresierte Muskeln. 





Tabelle III. 
Isometrischer Koeffizient (K,,) des Phosphagens fiir nicht curaresierte 
Muskeln. 
| ee — 
agens 
| Phos+ 
| Muskel- Muskel» Hub» ., Gesamt- Phos. ande- » 
Nr. Datum “sewicht lange sah! Arbeit “P20, phages ghesee rung, Km 
1927 P, Os; | me | 
27 g cm kg % | P,O;5 


— | — | a7 |117 | 7 

42 21 1,62 0,63 39 -—0,745 89 

_ — 164 1,07 | 65 

88 «441,56 = 0,265| 17 |-1,12 | 125 

1. VIL. | 0,78 305 85 43 168 0,25 15 |—1,08*) 121 

b |) 325 (166 1,66 0,04 0 |-—1,87*| 375 
* Berechnet vom durchschnittlichen Ruhewert von 13mg P,O, pro Gramm. 


— 


11. VIL. 0,94 33 


bw 


1.VIl. 0,78 30 


Aus der Zusammenstellung der Tabelle III ersieht man, dab mit 
wachsender Ermiidung entsprechend dem abnehmenden Phosphagen- 
zerfall der K,,-Wert auBerordentlich steigt. Versuche 3a und b sind 
mit den symmetrischen Muskeln des gleichen Tieres ausgefiihrt. Bei 
totaler Ermiidung ist X,, dreimal so groB wie in dem ersten Viertel 
der Ermiidung. Wiirde der Wert nur fiir den letzten Teil der anaeroben 
Ermiidung berechnet, so wiirde die Steigerung natiirlich noch viel 
gréBer sein. Denn es wird fiir 123 kg Spannung nur noch 0,29 mg H, PO, 
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abgespalten, wahrend am Anfang fiir 43 kg 1,08 mg H, PO, abgespalten 
mg H, PO 
werden. Fiir den Anfang (Versuch 1) wiirde das Verhaltnis —— ~ ————— 
mg Milchsaure 


etwa 1,5 sein, dagegen fiir den SchluBteil nur 0,1. 


2. Curaresierte Muskeln. 


In curaresierten Muskeln wird der Phosphagenzerfall bei gleicher 
Arbeitsleistung auBerordentlich eingeschrinkt. Das ist schon bei 
Einzelzuckungen zu beobachten, wenngleich es bei tetanischer Reizung 
noch viel deutlicher ist. Infolgedessen bleibt bei einer Serie von 
Einzelzuckungen der Phosphagengehalt relativ hoch, und der Zerfal! 
ist fiir langere Zeit der Spannungsleistung ungefahr proportional! 
Bei etwa 1 g schweren Muskeln ist bis zu einer Arbeitsleistung von 
annahernd 100 kg, d. h. bis zu etwa zwei Dritteln der totalen Ermiidung 


Tabelle IV. 


Isometrischer Koeffizient (K,,) des Phosphagens curaresierter Muskeln. 








| ae is ah f | oie 
Nr. | Datum 3 | 4 Hube Arbeit, CO a i 2h & 

| a 8 elm |, |. 
|e |e | om | |__| Monks) pro's | elo | me 
- | 15.0. 098 | 31 eo 4 | ee 082 107 
20 18.11. | 1,06 | 82 | ° Aes ry S| 0,855 107 
Se | 6M. | 1196| 82 | Gel az | Sor | toe | we” | 088 | 100 
“S| 15.1 (088 29 yy) gg Ro | O78 | gay | 099 | 125 
Se | 17.0 0,985 eae eI | One = 197 101 
68 17.1. | 0915, 80 ay 705 | x10 | oa 9 | 1,88 “112 
Ts mom foe) isp gM) age 
* (MTL |09% 81 0 106 | | se |e | et8 | 188 
3 | oom | 00 | 90 | ams jaar | B55 | S| TE? | x00 | a 
108 | 2 | 116 | 82 | soe lise | Sor | e281 | 1,85 | 230 
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der isometrische Koeffizient fast konstant. Erst dann steigt er rasch 
an und betragt bei vollstandiger Ermiidung nahezu das Doppelte. 
Da der K,,-Wert der Milchsaure fiir den gleichen Ermiidungsabschnitt 
etwa 130 ist und hier im Durchschnitt 110, betrigt das Verhaltnis 
mg H,PO,: mg Milchsdure etwa 1,2. 


C. Phosphagenzerfall und Spannungsentwicklung im Tetanus. 
1. Nichteuraresierte Muskeln. 


Bereits in den ersten orientierenden Versuchen tiber die GréBe 
des Phosphagenzerfalls bei der Kontraktion' fiel auf, daB bei einem 
5 Sekunden dauernden maximalen Tetanus schon gut ein Drittel 
zerfallt, obwohl ein Muskel im allgemeinen imstande ist, bei geeigneter 
Reizung 4 bis 5 derartige anaerobe Tetani ohne wesentlichen Ermiidungs- 
abfall auszufiihren. Dabei ist stets die anaerobe Restitution einer 


Tahelle V. 


Isometrischer Zeitkoeffizient (K,) des Phosphagens fiir 5 Sekunden lange 
tetanische Reizung (ohne Curare). 














Zerfallenes 
- Datum Muskel- Muskel- | Arbeits: Phosphagen| H,PO, kK 
Nr. | gewicht lange leistuny P,O; (absolut) z 
| 1927/28 | g cm kg X sec mg pro g mg 
tLe —_— = - i 

1 1.Xl.; 087 { 29 | 62 | 068 0.75 24 
2 | 1X0. 1,05 30 7,0 0,51 0,74 28.5 
3 | 3 XI. 0,74 27 6,5 0,50 0.51 34 
4 3. XI. 080 28 7,8 0,40 0,43 50 
5 5. XI. 090 29 88 040 | 050 | 50 
6 | 6 XD! 088 29 5,0 0,50 0,61 29 
7 | 6 XM. 1,11 32 6,5 0,67 1,02 | 205 
8 | 8 XI 1,00 30 7.5 0,60 0,83 27 
9 10. XI. 0,75 27 64 037 | 0385 | 45 
10 18. XIL 114 32 7.5 054 | 085 | 2 
11 13. XI. 1,02 30 82 060 | O85 | 29 
12 13. XI. 0,56 25 6.5 042 | 0825 | 50 
13 15. XI. 0.985: 880 6,6 054 | 078 | 27 
i415. XI. 0,88 28 7,1 044 | O51 | 389 
15 | 15. XI. O81 28 8,3 066 | O74 | 31 
16 19. XI 0,78 2s 72 © «062 | 067 30 
17 | 20. XI. 1,28 33 10,0 092 | 1,56 21 
18 21. XI. O91 29 8.6 066 | O88 30 
19 7. +L. 0,765 27 7.4 050 | 058 37,5 
217. +L 097 30 8'8 0.74 | 0,99 27 
21 117. 4- | 1,08 31 9,3 081 | 1,21 24 
2 118 4I.! 1,04 30 7.9 0.57 | 0,82 29 
23 «18. ‘&T. 0,705 27 54 061 | O59 | 2245 
24 #20 LL 095 30 8.0 0,69 090 | 265 

Durchschnitt : 82 


1 O, Meyerhof und K. Lohmann, Naturw. 


Biochemische Zeitschrift Band 196. 


16, 670, 768, 1927. 
6 
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gewissen Menge Phosphagen eingeschlossen, so dab, wie im nachsten 
Kapitel gezeigt wird, der Zerfall auf der Héhe der Kontraktion noc), 
gréBer ist. In einer groben Zahl von Versuchen, die genau gleichartiy 
angestellt sind, wurde bei etwa 5 Sekunden langer Reizung Spannuny 
und Phosphagenzerfall verglichen. Der Anfangswert des Phosphagens 
ist an Sartorien bestimmt und auf die Gastrocnemien umgerechnet. 
Der K,-Wert fiir H,PO, ist in Analogie zu dem der Milchsiiure aus 
gerechnet. 

Der Durchschnittswert des AK, betragt 32, wiihrend der analoge 
mg H,PO, 
mg Milchsaure 
der K,-Wert fiir den Phosphagenzerfall erheblichen Schwankungen 
unterliegt, ist doch eine annihernde Parallelitit zwischen Arbeits- 
leistung und ZerfallsgriéBe unverkennbar. Die gréBten Spannungszeit- 
werte von 10 und 9,3 kg/sec (Versuche 17 und 21) entsprechen auch 
den gréBten Phosphatabspaltungen von 1,56 und 1,21 mg. Umgekehrt 
ist bei den kleinsten Spannungszeitwerten von 5 bis 7 kg/sec auch die 

Phosphatabspaltung am kleinsten. 

Weiterhin wurde auch der gleiche Koeffizient fiir zwei und mehrere 
Tetani von je 5 Sekunden bestimmt. Fiir zwei Tetani zu 5 Sekunden 
ist er noch ganz unverindert, obwohl hier bereits annaihernd | mg 
P,O, oder zwei Drittel des vorhandenen Phosphagens zerfallen sind 
Die Spaltung sinkt aber bei den folgenden Tetani auSBerordentlich ab. 
und dementsprechend vergréBert sich der K,-Wert bis auf iiber 100 


fiir Milchsaure 65 ist. Das Verhaltnis ist daher 2. Obwoh! 


Tabelle VI. 
Isometrischer Zeitkoeffizient K, des Phosphagens nach mehreren Tetan: 
zi je etwa 5 Sekunden. Ohne Curare. 





| | ferialienes po 
¢ | , hosphagen at Ue 

i] | Muskel- | Muskele Zahl der | Arheits- Abspaltung 
Nr. } Datum | qoutaht linge Teteni | ‘Ssietane Be P (abeolut)” . 

i 928 g | cm | kg & sec Mugkel mg 
1 3 1,04 31 2 11,0 0,99 1,42 24 
2 23. I 0.80 28 2 13,4 0,86 0,95 39.5 
3 28. I 0,84 28 2 13,8 0,89 1,02 38 
4 25. IL. 0,91 29 6 41.5 1,03 1,30 91 
5 25. II. 0,96 29 6 49.0 0,95 1,26 112 
6 29. II. 0,945 29 10 75,7 1,22 1,60 138 
7 29. II 1,055 30 12 78.5 1,39 2.04 116 


Ob die Reizung direkt oder indirekt geschieht, andert an dem 
Phosphagenzerfall nichts (s. Tabelle VII). Doch muB angesichts der 
Versuche mit Curaresierung angenommen werden, dab auch die direkte 
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Keizung tiber die Nervenendigungen des Muskels fiihrt und nur wegen 
der geringeren Stromdichte hier eine gréBere Stromstarke erforderlich ist. 


Tabelle VII. 


GréBe des Phosphagenzerfalls bei direkter und indirekter tetanischer 
Reizung: a) indirekt, b) direkt. 





Fens meee 
osphagen 
, Muskel- Muskel- Arbeits- >. H,PO - 
Ne. Datum gewicht lange leistuny P205 (absolut) x; 
mg pro ¢ 
1928 g cm kg & sec Muskel mg 
la oar , 7.4 0.64 0,88 25 
1, 11. Il 0.995 30 77 067 0.92 2 
4 - a 7.3 0.51 0,76 29 
» i 1M 3 68 0,54 0,79 25 


2. Curaresierte Muskeln. 


Die ungeheure Einschrinkung des Phosphagenzerfalls durch die 
Curaresierung laBt sich entweder so feststellen, daB man vor der Curare- 
sierung ein Bein des Frosches abbindet und dann den Zerfall an symme- 
trischen Gastrocnemien vergleicht, oder aber es wird wie in den vorigen 
Versuchen der K,-Wert fiir die curaresierten Muskeln berechnet. In 
der Tabelle VILI sind fiinf derartige Versuche mitgeteilt, wobei stets der 
ganze Frosch vor Entnahme der Muskeln curaresiert wurde. Der 
K.-Wert ergibt sich hier im Durchschnitt zu 83, also gut 2: mal so 
groB als in nichtcuraresierten Muskeln, d. h. fiir die gleiche Spannung 
zerfallt nur wenig mehr als ein Drittel des Phosphagens. Der Quotient 

mg H,PO, 
mg Milchsadure 
Tetanus von 5sec kleiner als | (etwa 0.8). 


ist unter diesen Umstianden bereits fiir den ersten 


Tapelle Vill. 


Isometrischer Zeitkoeffizient (K,) des Phosphagens fiir 5 Sekunden 
tetanische Reizung unter Curarewirkung. 








Zertallenes H.PO 
Nr Datum —- Muskels = Muskele — Arbeits- ree” zerfallen x. 
aoe gewicht lange leistung " (absolut) 7 
mg pro ¢ 
1928 g cm kg X sec Muskel mg 
l . & 0,765 29 8,1 0,33 0,34 69 
2 9. I. 0,855 29 5.3 0,16 0,19 SI 
3 10. I. 1,205 32 6.6 013 0,22 96 
4 10. LL 1,06 30 83 0,18 0,265 4 
5 8. IL. 1,02 39 10,1 0,29 0,41 74 
Durchschnitt: | 83 





84 D. Nachmansohn : 


Kin Vergleich der symmetrischen Muskeln, von denen der ein 
curaresiert wurde, der andere nicht, ist in der Tabelle [X vorgenomme 
In die Tabelle sind nur solehe Versuche aufgenommen, in denen di 
Arbeitsleistung in beiden Fallen annahernd gleich war. In Versuch | 
wurde der eine ausgeschnittene Muskel in Curarelésung eingelegt, i) 
den anderen Fallen ist der ganze Frosch curaresiert. In der Mehrzah)| 
der Versuche der Tabelle 1X sind die Muskeln auf der Héhe der Kon 
traktion in fliissiger Luft gefroren; die Werte beziehen sich also auf dev 
Zerfall ohne Restitution und sind infolgedessen héher als in den friihere» 
Versuchen. In den Versuchen 4 und 5 sind nur curaresierte Muske! 
verwandt. 

Tabelle 1X. 
Vergleich des Phosphagenzerfalls bei curaresierten und nichtcuraresierte)) 
Muskeln. a) curaresiert, b) nicht curaresiert. 





| : Zer- 
Mit oder fallenes 
: Phoss Phos. 
Muskel- Arbeits- ohne Gesamt- Phos, 
Nr. | Datum gewicht leistung Restitu- P,O; eo oe mene 
1927/28 | g | kg X sec mg pro g mg pro g %lo mg pro ¢ 
ee er | 179 | o79 | 48 | O85 
la 23. XI. 0,725 76 | ohne (84 | O51 | 28 0X7 
2a 73 | 1.79 | 098 | 55 0,38 
pp ® © Om | os | * | a | ope | go | apo 
8a |. 8.1 188 = 1,08 5S 0.33 
pi @ 1) 0765 | 74 mit | 180 | 085 | 47 0:50 
40/8 LL! 070 | 75 ohne 1,83 0,98 54 0,29 
5a 3.) COUL,sC0.65 45 se 1,78 0.84 47 0,28 


Auf Grund der Curareversuche mu man annehmen, dab die 
GréBe des Phosphagenzerfalls mit dem ErregungsprozeB zusammen. 
hangt und wenigstens bis zu einem gewissen Grade von dem eigentliche: 
Kontraktionsvorgang abtrennbar ist.. Jedoch sind zwei Erklarunge:, 
fiir die Curarewirkung méglich: entweder wird der Zerfall iiberhaup' 
vom Nerven aus hervorgerufen, und die unter Curare noch fortbestehende 
Spaltung ist darauf zuriickzufiibren, daB entsprechend der Annahme 
mancher Autoren die feinsten Verzweigungen des Nerven im Muske! 
durch das Curare nicht voéllig gelahmt werden. Dann lage der Schluli 
nahe, daB das Phosphagen eine Substanz ist, die der Vermittlung der 
Erregung vom Nerven zum Muskel dient, nicht aber dem eigentliche 
Kontraktionsvorgang. Eine andere hiervon verschiedene Erklarung 
der Curarewirkung wire die, dab die elektrische Reizung, ob sie nui 
vom Nervenstamm aus oder von den Nervenendigungen im Muske! 
selbst ausgeht, schon bei der maximalen Kontraktion einen so starken 
ErregungsprozeB auslist, daB er einen unphysiologisch groBen Zerfal! 
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erbeifiihrt. Erst durch das Curare wiirde die Erregbarkeit so ge- 
schwacht, dab der Zerfall dem in vivo bei gleicher KontraktionsgréBe 
vor sich gehenden entspricht. In diesem Falle kime man dazu, eine 
Proportionalitat zwischen Spannungsentwicklung und Phosphagen- 
verfall unter physiologischen Bedingungen zu postulieren. Gegen 
diese zweite Erklarung kann man einwenden, dab, soweit bisher beob- 
achtet, auch iibermaximale Reizung des curaresierten Muskels nicht 
zu einem gréBeren Zerfall des Phosphagens fiihrt. Immerhin kann 
vorlaufig zwischen beiden Méglichkeiten nicht entschieden werden '. 


Il. Uher die anaerobe Restitution des Phosphagens. 


Die Resynthese des ganz iiberwiegenden Teiles des bei der Kon- 
traktion zerfallenden Phosphagens in Sauerstoff ist schon von P. und 
(. P. Eggleton? festgestellt. Diese Autoren beobachteten, daB in 
Sauerstoff schon in einer Stunde der gréBte Teil resynthetisiert wird, 
wahrend nur ein kleiner Bruchteil der gebildeten Milchsaure ver- 
schwindet. Diese Beobachtungen lieBen sich bestitigen. Es gibt aber 
gleichwohl eine gut definierte anaerobe Resynthese des Phosphagens, 
die selbst unter dem striktesten AusschluB von Sauerstoff oder bei der 
Oxydationshemmung mit KCN fortbesteht. Nur ist diese Synthese 
schon vorbei, wenn man in tiblicher Weise die Muskeln nach der Er- 
schlaffung in Trichloressigsiure bringt und zerdriickt. Vielmehr mu 
man hierfiir den einen der symmetrischen Gastrocnemien noch wahrend 
der Kontraktion in fliissiger Luft erfrieren und den anderen wenige 
Sekunden nachher. Gleichzeitig mub dabei die Reizzeit sowie die 
Spannung geschrieben werden. Nur bei genau gleichen Reizzeiten und 
Spannungen sind die Versuche verwertbar. In einer gréBeren Zahl 
von Versuchen, die schon von Herrn Meyerhof vor langerer Zeit aus- 
gefiihrt wurden, wurden die Muskeln indirekt gereizt. Doch ist bei 
indirekter Reizung verhiltnismaBig haufig die maximale Spannung 
symmetrischer Muskeln verschieden, und ferner erschiafft der wahrend 
der Kontraktion in fliissige Luft gebrachte Muskel noch zum Teil im 
Augenblick des Gefrierens, weil der Nerv rascher durchfriert als der 
Muskel und die Reizung in einem Zeitpunkt erlischt, wo der Muskel 
noch einer Formianderung fahig ist. Nachdem festgestellt war, dab 


1 In einer nach AbschluB dieser Arbeit erschienenen Publikation von 
G. Martino (Boll. Soc. Ital. de Biol. sperimentale 8, 114, 1928) werden 
Bestimmungen des Phosphagengehalts curaresierter und nichtcuraresierter 
Gastrocnemien von Bufo viridis mitgeteilt; doch ist nur der Ruhegehalt 
am lebenden Tier verglichen. Der etwas héhere Gehalt der curaresierten 
Muskeln kann auf die Ruhigstellung bezogen werden. Sonst ergibt sich 
(s. oben) der Ruhegehalt gleich. 

2 P. und G. P. Eggleton, Journ. of Physiol. 68, 155, 1927. 
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der Zerfall und das Ausmab der Resynthese von der Reizart unabhangiy 
ist, habe ich die Muskeln stets direkt gereizt. Dann kann man dey 
wahrend der Reizung in die fliissige Luft gebrachten Muskel ohne jede 
Erschlaffung erfrieren, wie z. B. die Abb. 1 deutlich macht. In dem 
durch den Pfeil bezeichneten Zeitpunkt wird der Muskel in die fliissige 
Luft getaucht. Die Spannung andert sich nicht und laBt erst einige 
Sekunden darauf in Zusammenhang mit der Zerkliiftung des erfrorenen 
Muskels nach. 





B 


Abb. 1. 
Vergleich des Phosphagengehalts in wahrend der Kontraktion (5 Sekunden) ertrorenen Muskeln 
und nach anaerober Restitution. 
Direkte Reizung. A: Der Muske! wird bei dem Pfeil in flissige Luft gebracht; die Spannung 
fallt nicht ab, sondern erst 2 Sekunden spiter bei der Zerkliiftung des erfrorenen Muskels. 
B: Symmetrischer Muskel erst 30 Sekunden nach der Erschlatfung erfroren. Links sind die 
Spannungen in g angezeigt. 


In der Tabelle X ist stets ein Muskel noch wahrend der Kontraktion 
erfroren (d = dirgkt), der ander} 30 Sekunden spiter. Die Phosphagen- 
resynthege betrigt durchschnittlich pro Gramm Muskel 0,26mg_ P,O, 
oder 33°, des zerfallenen Phosphagens. 

Um den ganzen Verlauf der anaeroben Resynthese zu kennen, 
wurden zwei Serien von Versuchen ausgefiihrt. In der einen wird der 
Muskel B nicht in der Kontraktion, sondern entweder im Moment der 
Erschlaffung (mit Zeit 0 bezeichnet) oder eine bestimmte Zahl von 
Sekunden spater erfroren, der zweite Muskel C aber stets 30 Sekunden 
nach Erschlaffung (in einem Falle 130 Sekunden, was an der Synthese 
nichts andert). In der zweiten Serie aber wird der Muskel B stets im 
Moment der Erschlaffung, der Muskel C aber zu verschiedenen Zeiten 
nachher erfroren. Das iibereinstimmende Resultat beider Serien ist. 
daB die Synthese nahezu linear vom Moment der Erschlaffung an bis zu 
20 Sekunden nachher verliuft. Ob Muskel A waihrend der Kontraktion 
oder im Moment der Erschlaffung erfroren wird, macht keinen Unter 
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Tabelle X. 
Phosphagenresynthese. A. Ruhewert; B. erst erfrorener Muskel; C. zweit 
erfrorener Muskel. 





Ertroren . 
: Sekunden ©&S#™t* Phos. Phoss Resynthese 
Nr. Datum pone se wna ab Kons 205 phagen = phagen 
gewic eistung traktion mg pro g P,O5 POs 0 
ry kg X sec | d = direkt Muskel mg pro g , mg prog vio 
1A - 1,72 1,37 79.5 
B | 1.XIL) O87 . 62 d 168 | 057 | 34 O17 21 
( 6,2 30 1,62 0,74 46 
2A — 178 142 | 795 
B LXIL 1,05 65 d 1,90 0,72 38 019 27 
C 7.0 30 1,90 0,91 48 
3A 1,61 1,29 80 
B | 3. XI. (0,74 7,5 d 1,70 0,54 32 0.25 33 
C 6.5 30 1,70 0,79 46 
4A — 1,66 1,31 79 
B 3.XIL 0,80 8,1 d 1,89 0,63 33 028 37 
; 7.8 30 1.80 O91 50 
5A — _ 1,88 1,35 72 
B 5.XIL. 0,90 7,7 d 1,83 0,57 31 0,38 48 
Cc 8,8 30 1.81 0,95 52 
6A — 1,76 | 1,37 | 78 
B |) 6.XIL (O88 7,5 d 1,74 0.51 29 036 42 
, 5,0 F 1,77 0,87 49 
7A 1,68 1,30 77 
B |} 6.X1.; 1,11 6.5 d 1,65 0,44 27 0,19 | 22 
C 65 30 1,55 0.63 40 


Durehsthnitt: 0,26 338 


schied. Nach 2 Sekunden scheint schon eine minimale Resynthese 
einzusetzen, nach 20 Sekunden ist sie voilendet, zwischen 20 und 
30 Sekunden ist kein Unterschied. In Abb. 2 ist der Verlauf aus dem 
Durchschnitt simtlicher Versuche eingezeichnet. 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, daB die beschrinkte Resynthese, 
die ein Drittel des zerfallenen Phosphagens umfabt, auf vorhandenen 
Sauerstoff zuriickzufiihren ist, wurde in mehreren Versuchen die An- 
aerobiose noch strenger gestaltet. Der Muskel befand sich langere Zeit 
in sauerstofffreiem Stickstoff, der nach dem Verfahren von Kaulsky 
und Thiele! gereinigt war, und wurde noch wahrend des Aufenthalts 
in Stickstoff gereizt. In einem anderen Versuche, Tabelle X11, Versuch 1, 
wurde der Muskel in n/2000 KCN gehalten, um die Oxydation zu 
hemmen. In beiden Fallen war die Resynthese wie gew6hnlich. Noch 
entscheidender aber als diese beiden Versuche spricht gegen eine Be- 


1 Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 152, 342, 1926. 
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teiligung physikalisch oder chemisch gebundenen Sauerstoffs, da eine 
solche Resynthese im gleichen Umfang auch noch nach einem zweiten 
Tetanus von 5 Sekunden stattfindet, ja sogar noch nach einer langere: 
Reihe von Tetani, wahrend doch ein beschriankter Vorrat an Sauerstoft 
40 ’ . . ; . 
] 


730 ; ; 1 | 


720 


170 





5 Tetanus 
Abb. 2. 


Zerfall und anaerobe Resynthese des Phosphagens bei 5 Sekunden langem Tetanus 
Die Kurve ist aus den Mittelwerten der Versuche konstruiert. 
Ordinate: Phosphagen in mg P.O, pro 100g Muskeln. Abszisse: Zeit in Sekunden. 


schon wahrend der ersten Synthese verbraucht sein miibte. Die Ver- 
suche mit strenger Anaerobiose sind in Tabelle XII dargestellt. Der 
Durchschnittswert der Synthese ist derselbe wie in Tabelle X. 

Die GréBe der anaeroben Resynthese nach mehreren Tetani genau 
zu kennen, hat ein besonderes Interesse zur Entscheidung der Frage, 
ob etwa dem Muskel auch nach einer langeren Tatigkeit noch 
ein geniigender Phosphagenvorrat zur Verfiigung steht, der auf der 
Hohe der Kontraktion zerfallen und nach der Kontraktion wieder 
erscheinen kann. Das ist in der Tat der Fall. Wie die Tabelle XIII 
ergibt, ist die Synthese nach dem zweiten Tetanus noch genau so grob 
wie nach dem ersten. Aber sogar nach sechs Tetani ist die Synthese 
noch sehr betrachtlich. Da hier der Phosphagengehalt bereits sehr 
niedrig ist, ist sogar die relative Synthese viel gréBer, ja es ist an- 
zunehmen, daf fast alles in der Kontraktion zerfallende Phosphagen 
hier nachher wieder erscheint. Erst nach einer noch gréBeren Zah| 
von Tetani, etwa 10, ist keine meBbare Synthese mehr zu beobachten 
und der Phosphagengehalt nahezu 0. In diesen Fallen ist aber auch 
die Spannung bereits stark gesunken und bleibt auch innerhalb der 
5 Sekunden Reizung nicht mehr auf gleicher Héhe. Zur Illustration 
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‘abelle XI. 
B. erst erfrorener Muskel: C. 
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ferlauf der anaeroben Phosphagensynthese. 
zweit erfrorener Muskel. 


A. Ruhewert ; 
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Tabelle XII. 


Verlauf der anaeroben Phosphagenresynthese nach 5 Sekunden Tetanu 





Muskele Arheits: Ertroren Geen, — Phos: Resynthese 
Nr. Datum ewicht leistung Sekunden p,O, mage phagen 
nach 205 205 mg P 
1928 g kg X sec Kontraktion mgprog mgprog Jp pro ¢ 


a) Unter Blausiurewirkung. 


la || o, - 8.1 0 2,29 0,73 32 ea ini 
by LE | 8 Bo | 68 | ato | oss | 485 | 82 | 
b) Bei Stickstoffdurchleitung. 

2a — 2,16 1,71 79 

b 17. I. 1,08 8,7 0 1,88 0,66 35 0,24 23 
¢ 9.3 30 1.80 0.90 50 
3a “> -- 2,18 1,77 81 

b 17.1. | 097 9.4 0 2.16 0,60 28 0,43 37 
¢ 8.8 30 2.00 1,03 51 
4a -- 1,65 1,25 76 

b 18. I. 1,04 8,1 0 1,60 0,44 28 0.24 30 
¢ 7.9 30 1,53 0,68 44.5 
5a - _ 1,66 1,24 75 

b 18.1. 0,705 5.8 0 1,53 0.37 24 0,26 30 
¢c 5.4 30 1,58 0,63 40 


Durchsehnitt: 0,28 29 


diene die Reihe der Kurven Abb. 3A bis D. Aus diesen Versuchen 
gewinnt man den Eindruck, daB bei ganzlichem Fehlen von Phosphagen 
eire stirkere Spannungsentwicktung des Muskels nicht mehr zustande 
kommt und dab infolge der immer wieder eintretenden anaeroben 
Resynthese der tatsichliche Zerfall wahrend einer langeren Reihe 





Abb. 3. 
4 Tetani, jc 5 Sekunden Reizzeit, aus einer Serie von 10. A und B: Die ersten beiden Tetani 
der Serie, nach denen die Resynthese des Phosphagens maximal ist (30°/)). C: 6. Tetanus 
derselben Serie, wo absolut weniger, prozentual aber noch mehr von dem wahrend des Tetanus 
zerfallenden Phosphagens restituiert wird. D: 10. Tetanus der gleichen Serie, nach dem keine 
Restitution mehr stattfindet. Nach dem Reizende emhebliche Nachkontraktur. 
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Tabelle XIII. 


wnaerobe Resynthese nach mehrfacher tetanischer Reizung zu je etwa 
5 Sekunden und 30 Sekunden Erholung. 





Resynthese 
Mit oder G ee des zertallenen 
Muskel- Arbeits-. Zahl ohne “7, Sein" — Phosphagens 
Nr. Datum gewicht leistung der Restitu- os 
Tetani pd ‘6. mg mg "\, des 
shlu my : 9 ae 
1928 zg kg sec one ¢ ics pS 6 |e 
la -- = 2.04 1,65 81 
b 11. L.| 1.04 6.0 l mit 1.87 O86 46 
¢ 11,0 2 mit 1,83 0.66 36 
2a - - - — - 
b 23. 1. O.855 7.6 1 mit 2.11 1,04 49 
¢ 15.9 2 ohne 2.07 0,37 18 
3a os . 14.0 2 ohne 2.10 0,39 18 on 
3. [.) O88 od : ” pa ae & ae 2: 
b 23. I 4 13.8 2 mit 2.15 0,72 33.5 0,33 25 
4a jo : 14,0 2 ohne 2.05 0,28 14 ‘ P 
2 S ‘ - -s —~< + 0.3¢ : 
b! 23. 1. 0,80 13,4 2 mit 2.04 0.67 33 a aL 
ba op 0 37.6 6 ohne 167 O11 65 Hae . 
p | 2) OF | as | 6 | mit | 1:74, 098 | 16 | SET | 1 
6a lies . 46.4 6 ohne 1,63 O11 7 ‘' 
2! : R 4 : ~ ’ O01: 2 
p 2-11) 0,96 | 49 6 mit 159 O24 II is) 1 
7a | 9¢ osx | 5,4 10 ohne 182 0,15 8 
p 29. 11.| 0945 298 10 §=«mit | 182 015) 8 | 9 0 
Sa oe | CZ 12 ohne 218 0,00 0 ‘ 
2 OD! ona : yond it 0, 
p | 29. HE. | 1,055 | 7e5 = 12 | omit || «198 (010) OB 6 


: 


von Kontraktionen viel gréBer ist, als er in der Bilanz zum Ausdruck 
kommt. 

Der Vergleich des Phosphagengehaltes mit und ohne Restitution 
und verschiedener Zahl der Kontraktionen ist in den Versuchen 3 bis 8 
der Tabelle X 111 dargestellt, dagegen in den Versuchen | und 2 der Ver- 
gleich des Phosphagenzerfalls bei 1 und 2 Tetani. 

Diese Resynthese ist aber, wie aus verschiedenen UCberlegungen 
folgt, vermutlich nur eine Restabilisierung. Denn eine wirkliche Synthese 
miiBte auf Grund der gemessenen Spaltungswirme ja endotherm ver- 
laufen und benétigte zu ihrem Zustandekommen eines anderen energie- 
liefernden Prozesses. Aber weder ist ein solcher endothermer Verlauf 
noch das Vorhandensein eines zweiten energieliefernden Vorganges 
feststellbar. Vielmehr gelten dieselben Uberlegungen, wie sie fiir den 
analogen Fall der enzymatischen Synthese des Phosphagens in der 
voranstehenden Arbeit von O. Meyerhof und K. Lohmann angestellt 
sind. Zur Erhartung dieses Schlusses sind in dem folgenden Kapitel 
noch andere chemische Vorginge untersucht, die in der Restitutions- 
periode ablaufen kénnten. 
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Ill. Gibt es noch andere anaerobe Restitutionsvorginge? 











A. Keine Bildung von Milchsdure bei oder nach der Erschlaffung. - 
Nach den Versuchen von A. V. Hill und seinen Mitarbeitern gibt 
es keine endotherme Phase im AnschluB an die Kontraktion. Vielmet T 
ist vermutlich unter anaeroben Bedingungen die Periode, die auf dic v 
Erschlaffung des Muskels folgt, véllig warmefrei. Die friiher von Hartr:, hi 
und Hill beschriebene ,,anaerobe Restitutionswirme* existiert nach re 
neueren Annahmen iiberhaupt nicht, sondern ist in alteren Versuchen M 
3} 
‘abelle XIV. a 
Gibt es eine Milchséurebildung im Moment der Erschlaffung ? ' 
al 
Muskel- Milchsaure in my su 
Nr. Datum  gewicht Art der Behandlung RA si 
gefunden PFO & ; 
8 | \ Muskel bi 
— K 
la 1,94 Ruhewert | - 0,72 0,37 
Dior x 2,57 5” Tetanus, indirekt, keine Er- uw) 
> holung 14 2,10 0,81 ke 
c | 2.57 5” Tetanus, indirekt, 30’’ Erholung 14 2.00 0,78 di 
Da | 2,46 Ruhewert - 0,84 0,34 el 
blot x 2,50 5" Tetanus, indirekt, keine Er- i* 
age late holung i4 1,94 | 0,78 
a 2.50 5’ Tetanus, indirekt, 30" Erholung = 14 2.08 | O83 1s 
3a | 1,48 Ruhewert - | + 0,30 0,20 = 
bjiog. x 151 5" direkte Reizung, im ‘Tetanus 
angler . erfroren 10 0,80 | 0,53 
4 | 1,51 | 5” direkte Reizung, 2” Erholung = 10 0,82 | 0,54 
Aa | | 1,25 Ruhewert _ 0,61 0.49 ( 
> a9 x. I4l 5” direkte Reizung, im Tetanus al 
¢ reel erfroren 10 = 1tt | 0,78 ve 
‘ | 1,41 | 5” direkte Reizung, 2” Erholung 10 1,04 0,74 he 
| | 
r | 1,09 Rubhewert 0,39 0,39 de 
">| 2 XI1.| 1,30 5” direkte Reizung, im Tetanus U 
a Bee! erfroren 10 0,65 0,50 : 
I 1,30 5’ direkte Reizung, 2’ Erholung 10 0,73 0,56 P 
a in 
6 | 1,06 Ruhewert - 0,50 045 bi 
1 2 XI 1,26 5” direkte Reizung, im Tetanus mn 
-_ erfroren 10 0,72 0,57 tl, 
‘ 1,26 5” direkte Reizung, 2” Erholung 10 0,68 0,54 - 
| . . 
Ta | 1,47 Ruhewert _ 0,68 0,46 
b) 3x 175 5” direkte Reizung, im Tetanus 
tes erfroren 10 1,48 0,84 - 
e 1,75 5” direkte Reizung, 2” Erholung 10 1,55 0,87 & 
8a | 1,39 Ruhewert _- 0,62 0,45 J. 
b| 3X1 1,68 5” direkte Reizung, im Tetanus 
Pewee erfroren 10 0,96 0,57 


c | | 1,68 | 5” direkte Reizung, 2” Erholung| 10 | 089 0,53 
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durch vorhandene Sauerstoffspuren und andere technische Mangel 
vorgetéuscht worden!. 

Nach einer Angabe von(. Embden sollte ein erheblicher, wechselnder 
Teil der Milchséure im AnschluB an die Kontraktion gebildet werden. 
Wie O. Meyerhof und K. Lohmann und ferner J. Suranyi? nachgewiesen 
haben, ist diese Nachbildung durch Uberreizung des Muskels hervor- 
verufen. Doch beziehen sich diese Angaben auf den Vergleich zweier 
Muskeln, von denen der eine bei der Erschlaffung, der andere 30 Sekunden 
spater erfroren ist. Ehe ich den genauen Verlauf der Restitution fest- 
stellte, erhob sich die Frage, ob vielleicht im Moment der Erschlaffung 
selbst noch ein erheblicher Teil der Milchsiure gebildet wiirde. Wie 
die Tabelle XIV lehrt, ist dies jedoch nicht der Fall. Wahrend Ver- 
suche 1 und 2 entsprechend denjenigen von J. Suranyi ausgefiihrt 
sind und nur zur Vermehrung seiner Versuche dienen, sind Versuche % 
bis 8 mit direkter Reizung ausgefiihrt und ein Muskel noch in der 
Kontraktion erfroren, der zweite 2 Sekunden nachher. Versuche | 
und 2 bestatigen das friihere Resultat, daB bei indirekter Reizung 
keine Nachbildung von Milchsaure erfolgt. Versuche 3 bis 8 aber zeigen, 
daB auch im Moment der Erschlaffung keine mebbare Milchsaure 
entsteht, und zwar auch unter Umstanden, die die Moglichkeit einer 
Uberreizung einschlieBen, namlich direkte Reizung. Im Durchschnitt 
ist die Milchsiurebildung in den wahrend der Kontraktion und gleich 
nach der Erschlaffung erfrorenen Muskeln gleich. 


B. Kein Verachwinken von Ammoniak. 


Nach Aalteren Angaben von Tashiro® sowie neueren von Parnas* und 
(. Embden® kommt es wihrend der Kontraktion zu einer Abspaltung 
von Ammoniak. Wahrend nach Parnas das einmal gebildete Ammoniak 
bestehen bleibt, soll es nach G. Embden zu einem erheblichen Teil nach 
der Erschlaffung des Muskels wieder verschwinden. Ferner bestehen 
Unterschiede in den Ergebnissen beider Autoren insofern. als nach 
Parnas die Ammoniakbildung mit der Spannungsleistung des Muskels 
in einem festen Zusammenhang steht, ahnlich wie die Milchsaure- 
bildung, und zwar werden anaerob pro Molekiil Milchsiure etwa 
‘14 Mol. NH, frei. Nach Embden dagegen ist die Ammoniakbildung 
wechselnd, aber erheblich gréBer und gelegentlich von ahnlicher Grobe, 


! Briefliche Mitteilung von Professor A. V. Hill an Herrn Meyerhof; 
vel. auch Furusawa und Hartree, Pfliigers Arch. f. Physiol. 211, 644, 1926. 

2 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 168, 143, 1926; 
J. Suranyi, Pfliigers Arch. 214, 228, 1927. 

% Tashiro, |. c. 

‘ Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 

®° Embden, |. c. 
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wie die anaerob entstehende Milchsiure. Da es méglich erschien, dai 
die Ammoniakbildung mit dem Zerfall der Kreatinphosphorsiure in 
Zusammenhang steht und ein etwaiges Verschwinden des Ammoniaks 
mit der Resynthese, habe ich eine gréBere Zahl von Versuchen aus. 
gefiihrt, um zwischen den Ergebnissen von Parnas und Embden zu 
entscheiden. Meine Ergebnisse, die mit der Methode von Parnas aus- 
gefiihrt sind, haben durchweg die Angaben dieses Forschers bestatigt. 
Die Ammoniakbildung bei einem 3 bis 6 Sekunden langen Tetanus 
betrug in meinen Versuchen etwa 3 bis 4 y N pro g Muskel, der daraus 
berechnete K,-Wert ergibt sich zu etwa 4 . 10°; auf gleiche Molekiilzah| 
bezogen, entsteht etwa ein Zehntel so viel Ammoniak wie Milchsiure 
fur gleiche Arbeitsleistung. 

Zum Vergleich sind in Tabelle XV die Ruhewerte symmetrischer 
Gastrocnemien angegeben, aus denen sich ergibt, daB sie innerhal! 
von ly pro Gramm Muskel tibereinstimmen. Der Durchschnittswert 
von 8,3 y pro Gramm Muskel stimmt mit dem von Parnas angegebenen 
uberein. 

Tabelle XV. 
NH,-N-Bestimmungen. Ruhewerte. 





Nr. Detem Muskelgewicht NHN 
rd y pro g Muskel 

la 9,5 
b 17. XL | 1,045 8.5 
2a" 10,5 
b 17. XI. 0.94 10.5 
Ba 8.0 
b 20. XI. 1,145 85 
4a : | . y 7,6 
h 10. XI. 0,655 9,6 
5a 55 
b 6. X. 1,145 6,0 
Durchschnitt : 8,3 


In Tabelle XVI sind die A,-Werte des Ammoniaks fiir 4 bis 
10 Sekunden lange Tetani ausgerechnet. Sie ergeben sich zu etwa 
4 bis 5. 10° pro Milligramm NH,-N. Tatsachlich bleibt der K,-Wert 
auch fiir Tetani verschiedener Dauer nahezu konstant, wie aus der 
Tabelle XVII hervorgeht, wo der Durchschnittswert von 8,3 y NH,-N 
pro Gramm als Ruhewert abgezogen ist. 





Nr, 


Tet 
glic 


vor 
nic 
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Tabelle XVI. 
NH,-N-Bildung im Tetanus. 





Zu 
Muskel- Arbeits- 
Nr. Datum | gewicht leistung Behandlung des Muskels Reizart NOM ges vNHON k, 108 
g kg X sec yprog y prog 
la 23. 1X. 1,01 — Ruhewert ~ 7,6 
b 8.0 4.5” Reizung, im 4.6 5,2 
Tetanus erfroren direkt 12,2 
2a 25. 1X.) 1,17 — Ruhewert —- 8,2 
b 6,1 3,5" Reizung, 3,8 44 
30” Erholung indirekt 12,0 
3a 28. IX.) 1,27 — Ruhewert — 4.0 
b 5.6 3,5” Reizung, im 26 | 56 
Tetanus erfroren | indirekt 6.6 
4a 28. 1X.) 1,14 — Ruhewert - 5.0 
b 6,4 4,0" Reizung, im 34 | 5,2 
Tetanus erfroren indirekt 84 
dba’ 6. X.) 0,995. — Ruhewert -— 10,3 
b 4,2 3” Reizung, im 2.3 5,5 
Tetanus erfroren = indirekt' 12,6 
fa 19. 1X.) O84 - Ruhewert _- 10,1 
b 8.5 19” Reizung, im 85 | 34 
Tetanus erfroren  indirekt 18,6 
7a -- 10" Reizung, im 
21. IX.) 1,26 Tetanus érfroren  indirekt) 13.9 
b ebenso - 13,0 


\ 


Tabelle XVII. 
Abhangigkeit der NH,-N-Bildung von der Tetanusdauer. 





Muskel- Arbeits> a NHg-N Berechnet 


Nr. || Datum gewicht leistung ab Ruhewert J 193 
i g kg X sec Sekunden y pro g y NHgsN r 
la , 2.6 3.5 11,1 28 3.0 
» | +X | 080 06 10 18.2 99 3.1 
2a , 4.9 3 12.6 3 3,1 
» | * *- 0,91 115 10 20,4 12'1 311 


Schlieblich ist in Tabelle XVIII der NH,-Gehalt von im 
Tetanus erfrorenen und 15 bis 30 Sekunden erholten Muskeln ver- 
glichen. In acht Versuchen ergibt sich, daB der Ammoniakgehalt 
in beiden Fallen véllig iibereinstimmt. ein anaerobes Verschwinden 
von Ammoniak im AnschluB an die Kontraktion findet demnach 


nicht statt. 
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Tabelle XVIII. 
NH,-N-Bildung nach tetanischer Reizung mit und ohne Erholung 





$= £¢ z 

a2 $s 

Nr. Datum 5% Reizart £3 Behandlung des Muskels ; = 
=% <2 Ys 

g kg X sec y pr 

la | so ry ‘ =e 4” Reizung, im Tetanus erfroren —8,! 
p | 19-IX. | 1,54 | indirekt 4” . 15” Erholung 7 
2a. . 4.5 8” . im Tetanus erfroren 98 
p | 22 1X./1,0 | direkt | g's | 8” ° 980° Erholung 10.4 
3a 99 91 ? im ‘Tetanus erfroren 18.5 
p | 22 IX. | 1,15 . 90 | 45" ” 20” Erholung 17.0 
4a yo ; =| Peta 5.2 4” \ im Tetanus erfroren 92 
b 24.1X. 0,905 indirekt 52 35° 7 30” Erholung $9 
5a lloe ry (19 a 2,7 dee im Tetanus erfroren | 10,7 
p | EX. | 128 | direkt | 25 | 8 > 80” Erholung 10.4 
Ga li ae re » ee ie i 54 8” - im Tetanus erfroren 8.3 
b 26.1X. 1,16 | indirekt 34 3” . 30” Erholung 86 
7a — os | ai 4,2 3” 2 im Tetanus erfroren 8.8 
bh ow 8 0.9) direkt 45 gr os 30" Erholung 97 
Gal « @ | pee 3,1 Oe i. a im Tetanus erfroren  11,/) 
p || & %-/088 | indivekt | 94 | 3” ° 980° Erholung 10.5 


SchlieBlich wurde zum weiteren Beweis dafiir, dab die Ammoniak 
bildung nicht mit dem Zerfall der Krp. zusammenhangt, das Ammoniak 
nach tetanischer Reizung curaresierter und nichtcuraresierter Muskeln 
verglichen. Es war in beiden Fallen bei gleicher Arbeitsleistung gleich 
so daB auf die Wiedergabe der Versuche verzichtet werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. In der Arbeit wird die GréBe des Phosphagenzerfalls mit der 
Milchsiurebildung und Spannungsentwicklung unter verschiedenen 
Umstiinden verglichen. Die Milchsiurebildung ist der Spannung im 
Tetanus genau proportional und von der Art der Reizung unabhingig 
(direkte, indirekte Reizung, curaresierte Muskeln). Der Phosphagen- 
zerfall ist bei direkter und indirekter Reizung gleich, dagegen in curare- 
mg H,PO, abgespalten 
mg Milchsaure gebildet 
ist fiir die beiden ersten Tetani von 5 Sekunden etwa 2, sinkt dann 
aber fiir die nachsten stark ab. In curaresierten Muskeln ist es dagege! 
schon fiir den ersten Tetanus etwa 0,8; der ,,isometrische Koeffizient™ 
des Phosphagens steigt entsprechend dem stark abnehmenden 
Phosphagenzerfall in nicht curaresierten Muskeln stark an, ist da- 


sierten Muskeln stark verkleinert. Das Verhaltnis 
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gegen in curaresierten Muskeln bis zu etwa 100 kg Spannung pro 
Gramm Muskel nahezu konstant. 

2. Auber der von den Eggletons beschriebenen aeroben Resynthese 
des Phosphagens nach der Reizung des Froschmuskels gibt es auch in 
unmittelbarem AnschluB8 an die Erschlaffung eine anaerobe Synthese, 
die in etwa 20 Sekunden vollendet ist. In dieser Zeit werden im Durch- 
schnitt 30°, des zerfailenen Phosphagens restituiert. Da®B die Synthese 
nicht durch Sauerstoffspuren bedingt ist, geht nicht nur aus ihrem 
Fortbestehen unter strengster Anaerobiose hervor, sondern vor allem 
daraus, da} sie auch noch nach 6 Tetani sehr deutlich ist, wo ja die 
Sauerstoffspuren verbraucht sein miibten. Erst etwa vom zehnten 
Tetanus an hért sie auf; dann ist aber auch die Spannung schon stark 
gesunken und wird wihrend einer Reizzeit von 5 Sekunden nicht mehr 
aufrecht erhalten. 

3. Wahrend der anaeroben Restitution des Phosphagens wird 
keine Milchsiure gebildet; auch verschwindet in dieser Zeit kein 
Ammoniak. Entsprechend den Angaben von Parnas ist die Ammoniak- 
bildung der Arbeitsleistung proportional. Sie ist daher auch bei curare- 
sierten und nichtcuraresierten Muskeln gleich und demnach von dem 
Zerfall der Kreatinphosphorsaiure unabhangig. 
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Uber die Bedingungen 
~der Kalkablagerung in tierischen Geweben. 


I. Mitteilung?: 


Die Zustandsform des Calciums in Geweben und Gewebssiften. 


Von 
Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1928.) 


I. Einleitung. 


Die vorliegenden Arbeiten geben einen Ausschnitt aus einer 
Reihe von Untersuchungen tiber die Bedingungen der Kalkablagerungen 
in tierischen Geweben. 

Es sollen hier vor allem die Ergebnisse der mit chemischen 
Methoden angestellten Arbeiten dargestellt werden. 

Die mit morphologischen Methoden durchgefiihrten Arbeiten 
werden ausfiihrlich an anderem Orte* mitgeteilt, auf sie muB als 
notwendige Erginzung hingewiesen werden. Auch die Mitteilung 
und Kritik der bisher erzielten Ergebnisse iiber den Mechanismus der 
Kalkablagerung ist dort gegeben worden. 

Die Erscheinungsform der Kalkablagerung gliedert sich 

1. in die physiologische Verkalkung, wie sie die Verkalkung des 
Knorpelgewebes beim Wachstum zeigt, und 

2. die pathologische Verkalkung. Bei dieser laBt sich unterscheiden 

a) die Verkalkung auf Grund von Stoffwechselstérungen, die bei 
einer Uberschiittung des Organismus mit Kalksalzen oder bei einer 
Hemmung der normalen Ausscheidung eintritt. Ihr klassischer Ver- 
treter ist die ,,Virchowsche Kalkmetastase‘‘, bei der es zu einer Ver- 
kalkung bestimmter innerer Organe (Lunge, Magen, Niere, also Siure 
ausscheidender Organe, Askanazy) kommt. Das Wesentliche fiir sie ist 
die durch Stoffwechselstérungen bedingte Kalkablagerung im normalen 
Gewebe; 

b) die dystrophische Verkalkung. Als solche wird die Kalkablage- 
rung in totem oder in seiner Lebenstitigkeit geschwachtem Gewebe 


1 Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefiihrt. 
2 Siehe Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 268, H. 3, 1928. 
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bezeichnet. Wesentlich fiir diese Form ist ,,das Vorhandensein ge- 
ronnenen, kernlosen Protoplasmas oder derber Zwischensubstanz, also 
ener mehr oder weniger homogenen, oft véllig hyalinen Substanz*. 

Alle Untersuchungen iiber die Ablagerung von Kalksalzen und 
ihre Erklarungsversuche lassen sich in drei Gruppen zusammenfassen. 

1. In die Theorie der Verkalkung auf Grund besonderer Zell- 
tatigkeit. 

Dieselbe kommt nur fiir das Knochenwachstum in Frage und soll 
hier nicht besprochen werden. 

2. Die Theorien der Kalkfanger. 

Diese setzen das Auftreten besonderer kalkbindender Substanzen 
im verkalkenden Gewebe voraus und sollen zur Erklarung sowohl der 
Verkalkung beim Knochenwachstum als auch bei der dystrophischen 
Verkalkung dienen. Zu ihnen gehéren die verschiedenartigen Dar- 
stellungen von Langerhans, Klotz, Tanaka, Grandis und Mainini, 
Pfaundler und Wells und haben ihren wesentlichen Ausbau durch die 
bekannten Arbeiten von Freudenberg und Gyérgy erhalten. Nach diesen 
geht der Verkalkungsvorgang derart vor sich, da ein nicht verkalkendes 
Gewebe, z. B. Knorpel, durch seine Stoffwechseltatigkeit Hemmungs- 
kérper gegen die Verkalkung herstellt; bei abnehmender Stoffwechsel- 
tatigkeit geniigt deren Menge aber nicht mehr, um die Verbindung von 
KnorpeleiweiB mit Calcium einerseits und Phosphat und Carbonat an- 
dererseits zu verhindern, aus welchen Verbindungen dann weiter durch 
Zerfall Calciumcarbonat und Calciumphosphat entstehen. 

Die Kritik der ausgezeichneten Arbeiten dieser Autoren, deren 
Schliisse aber durchaus bestritten werden, ist an anderem Orte! 
gegeben. 

3. Die hier vorliegenden Untersuchungen stiitzen vielmehr die 
dritte Gruppe der Verkalkungstheorien, die als ,, Theorie der Lislichkeits- 
verhialtnisse** bezeichnet werden kénnen. Ihr wesentlicher Vorkimpfer 
ist Hofmeister, der die Abnahme der CO,-Spannung im Gewebe als 
bedingende Ursache der Verkalkung ansah. 

Die vorliegenden Untersuchungen fiihren zu der Auffassung, dab 
Vorgiinge wie Abnahme der Aziditit des Gewebes oder Anhiufung 
von Calcium- oder Phosphationen, vielleicht auch Gerinnungsvorgiinge 
zur Bildung von Keimkristallen von Calciumphosphat fiihren. Die- 
selben bewirken dann, wie an Modellversuchen gezeigt werden wird, 
ein Ausfallen von Kalk aus den Gewebssiften als tertiires Calcium- 
phosphat. Dieses setzt sich infolge einer Austauschabsorption mit 
CO,-Ionen zum Teil zu Calciumearbonat um. Durch die experimentelle 
Darstellung dieses Vorganges wird das bisher nicht verstindliche 


1 1. c., 8. 98. 
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Nebeneinanderauftreten dieser beiden Verbindungen in allen Kérper 
ablagerungen, das zu so vielen Hilfstheorien AnlaB gab, erklirt 
Ebenso wie die Bildung von Keimkristallen im absterbenden Ge. 
webe kann die starke Erhéhung von Ca’- oder PO;'-Ionen besonders 
an Stellen niedriger Aziditaét zu Kalkablagerung fiihren, wodurch 
die Gruppe der experimentell nachgeahmten Verkalkungen durch 
Stoffwechselstorungen erfaBt wird. Hier spielt auch die Anreicherung 
der Ionen im Gewebe durch Hemmung oder Férderung ihrer Aus. 
scheidung durch Alkalose und Azidose hinein. 

Es werden in den folgenden Untersuchungen zunichst Arbeiten 
iiber die Zustandsform des Calciums in Geweben und Gewebssaft 
gegeben. Der Ubersiittigungszustand an Ca,(PO,), wird nachzuweisen 
gesucht und die Umsetzungen des Calciums mit festen Phasen werden 
verfolgt. Hieran schlieBen sich Untersuchungen tiber die Aziditits. 
verhialtnisse im absterbenden und abgestorbenen Gewebe (zweite Mit- 
teilung) und schlieBlich die Untersuchungen iiber die Wirkung der 
Erhéhung des Ca’- oder PO{'-Ionengehalts in den Gewebssiiften (dritte 
Mitteilung). 


II, Diskussion der Zustandsform des Calciums in Geweben 
und Gewebssiften. 


Die Zustandsform des Calciums bedingt die Erscheinung der 
Kalkablagerung. Es liegen iiber diese Zustandsform eine groBe An- 
zahl von Arbeiten vor, deren Ergebnisse gegeniibergestellt werden 
miissen, um die folgenden Untersuchungen zu begriinden. 


1. Das adialysable Calcium 


Wahrend alle anderen anorganischen Ionen im Serum, das als Beispie! 
fiir Gewebsfliissigkeiten dienen soll, nach den Untersuchungen von Rona 
und seinen Mitarbeitern dialysabel sind, sind das Calcium und in geringerem 
MaBe auch das Magnesium nicht véllig dialysabel. Die Héhe des dialysablen 
Calciumanteils ist zuerst von Rona und Takahashi, dann von Rona und 
Melli an Serum von Hunden und Menschen, von v. Meysenbug und seinen 
Mitarbeitern und ebenso von Cruickshank an Serum von normalen Hunden 
auf 60 bis 70% des Gesamtcalciums bestimmt worden. 

Diese Bestimmungen griindeten sich auf die Methode der Kompen- 
sationsdialyse. Bei Anwendung von Ultrafiltrationsmethoden wurde von 
Neuhausen und Pincus ebenso wie von Moritz und neuerdings von Updegra//, 
Greenberg und Clark die Héhe des dialysablen Calciums auf 45 bis 50°, 
angegeben. Worauf dieser Unterschied zwischen den beiden Methoden 
zuriickzufiihren ist, kann noch nicht gesagt werden, da bei beiden Arbeits- 
arten Konzentrations- und Volumenverénderungen durch Diffusion sowie 
jede Méglichkeit von Versuchsfehlern genau beriicksichtigt wurden. Der 
Wert von 45 bis 50% dialysablen Calciums wiirde gut iibereinstimmen mit 
dem Verhaltnis des Calciums der Cerebrospinalfliissigkeit zum Serwn 
calcium von 45 bis 50%, wie er sich aus den Arbeiten von Cameron un! 
Moorhouse, Halverson und Bergeim und Pincus und Kramer ergibt. Dice 
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Cerebrospinalfliissigkeit ist daher auch als eiweiBfreies Ultrafiltrat des 
Serums betrachtet worden, doch kann diese Uberlegung, was fiir die weiteren 
Ausfiihrungen von Bedeutung ist, mit Updegraf/, Greenberg und Clark 
nicht als stichhaltig angesehen werden, da die Konzentration von Blut- 
zucker, Kreatinin, Harnstoff und Harnsaure in der Cerebrospinalfliissigkeit 
nicht die gleiche ist wie im Serum und von anorganischen Ionen sich Chlor, 
Kalium und Calcium scheinbar qualitativ entsprechend dem Donnan- 
gleichgewicht verteilen, Natrium und CO, aber in Serum und Spinal- 
fliissigkeit von gleicher Konzentration sind und Phosphorséure sich ent- 
gegengesetzt verhialt. 

Es kann daher der Calciumgehalt der Cerebrospinalfliissigkeit nicht 
als Beweis fiir die Héhe des dialysablen Calciums im Blutserum angesehen 
werden, doch bleibt die Tatsache bestehen, daB sicherlich 30 bis 40% und 
vielleicht, wie angefiihrt, sogar bis zu 50°, und mehr Calcium als adialysabel 
angesehen werden miissen. 

Dieses Calcium wurde bis zu den Arbeiten von Cameron und Moorhouse 
allgemein als an die EiweiBkérper gebunden betrachtet. Cameron und 
Moorhouse haben auf Grund ihrer Versuche an Hunden, denen die Neben- 
schilddriise entfernt worden war, behauptet, daB das adialysable Calcium 
nicht an Serumeiwei8, sondern an eine unbekannte organische Substanz 
gebunden sei, die mit dem Hormon der Nebenschilddriise in Verbindung 
stehe. Sie behaupten, daB bei Tieren, denen die Nebenschilddriisen entfernt 
waren, das Serumcalcium im Gegensatz zum Cerebrospinalcalcium er- 
niedrigt sei, und da®8 es bei der Gerinnung im Blutkuchen zuriickbliebe. 

Da nach den Versuchen von Salvesen und Linder der SerumeiweiBgehalt 
von Hunden mit und ohne Nebenschilddriise der gleiche ist, so hatte hiernach 
das adialysable Calcium kaum als mit den Serumproteinen in Verbindung 
stehend betrachtet werden kénnen. Im Gegensatz zu diesem Befunde und 
dem Befunde von Cruickshank, daB bei von Nebenschilddriisen befreiten 
Hunden das adialysable Calcium verschwindet, stehen die Befunde von 
Moritz, nach dem nicht nur das dialysable Calcium, sondern auch das 
adialysable Calcium angewachsen sein soll, sowie die Untersuchung von 
Greenwald, die gegen das Riickbleiben von Calcium im Blutkuchen bei der 
Gerinnung sprechen. 

Dagegen spricht fiir die bisherige Annahme der Bindung des Calciums 
an die Serumproteine die von Greenberg und Schmidt bei px 7 und 8 gezeigte 
Bindung von Calcium an Casein in einer komplexen, nicht ionisierten Form. 
In gleiche Richtung weisen die Versuche von Loeb und Nichols, die an: 
Euglobulin und Pseudoglobulin das Fallen der Calciumdiffusibilitét mit 
dem Steigen der Proteinkonzentration nachwiesen. Ebenso zeigten Csapé 
und Faubl die Bindung des Calciums an die Serumproteine bei deren 
fraktionierten Fallung. 

SchlieBlich muB auf die Versuche von Rona und Petow hingewiesen 
werden, die zeigten, daB die Menge des adialysablen Calciums im Serum 
von der H-Ionenkonzentration abhangig ist, im isoelektrischen Punkte 
des EiweiBes gleich Null und auf der sauren Seite sogar negativ wird. 


Es ist daher als iuBerst wahrscheinlich anzusehen, dab das adia- 
lysable Calcium ganz oder wenigstens zum gréBten Teil an die Serum- 
eiweiBkérper gebunden ist. Hierbei muB die CalciumeiweiBverbindung 
als undissoziiert aufgefabt werden, da, wenn sie ionisiert wire, fiir sie 
das Donnangleichgewicht maBgebend sein miiBte. Dem Verhiiltnis 
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Calcium innen : Calcium auBen miBte umgekehrt ein Anionenverhiltnis 
entsprechen, wie es auch anniihernd niemals gefunden worden ist. 

Da aber die Fragen der Ubersittigung des Serums mit Calcium. 
phosphat oder -carbonat es denkbar erscheinen lieBen, daB das adia- 
lysable Calcium vielleicht zum Teil als kolloidales Calciumphosphat 
oder -carbonat aufzufassen sei, wurden trotz der dieser Vorstellung 
widersprechenden Versuche von Rona und Gyérgy, die Carbonat und 
Phosphat véllig diffusibel fanden, diese Versuche mit genauer Mikro- 
methode wiederholt. Es sei vorausgenommen, daB die Ergebnisse die 
Angaben von Rona und Gyérgy vollig bestatigten. 


2. Das ionisierte Calcium. 


Wird der Gehalt menschlichen Serums an Calcium zu rund 10 mg-° , 
angenommen und werden — mit den maximalen Angaben — 50°, als 
adialysabel betrachtet, so bleiben 5 mg-°;, als dialysables Calcium vor- 
handen. Diese 5 mg-°%, sollen nur zum Teil in ionisierter Form vorliegen 


Rona und Takahashi haben in ihrer bekannten Arbeit die Menge der 
freien Calciumionen in Beziehung zur Bicarbonat- und H-Ionenkonzen- 
tration gebracht. 

Setzten sie die Beziehung 

(H’)- (COs) 

(H\CO;) 
in der K, die zweite Dissoziationskonstante der Kohlenséure bedeutet, in 
das Léslichkeitsprodukt 


a Ky, 


i 
(Ca”) . (COs) = Ky, 
so folgt 

(Ca")-(HCO;) _ Ky, _ 

(EH) K, 

welche Konstante fiir wisserige Lésungen mit Bodenkérper bei 18°C er- 
mittelt wurde. Nach dieser Gleichung kénnten im Blutserum bei stabilem 
Gleichgewicht nur etwa 2,5 mg-% Ca als Ion vorliegen. Es ist gegen diese 
.Gleichung z.B. von Hollé eingewandt, worden, da8 sie nur Geltung bei 
Gegenwart des Bodenkérpers habe, doch ist diese Einwendung nicht stich- 
haltig, da sie die Bedingung der Ableitung mit der Bedingung der Geltung 
verwechselt. Die Beziehung behalt stets an sich ihre Giiltigkeit, da sie auf 
dem Massenwirkungsgesetz beruht. Mit der Einwendung ist — wenn dies 
auch etwas anderes bedeutet — gemeint, da®B das Léslichkeitsprodukt 
bei fehlendem Bodenkérper nicht erreicht zu werden braucht, oder dai 
umgekehrt bei einer Ubersattigung das Léslichkeitsprodukt iiberschritten 
werden kann. Hier kennzeichnet aber gerade die Abweichung die Zustands- 
anderung. 

Eine andere Frage ist, ob die Konstante, die fiir wasserige Lésungen 
abgeleitet wurde, auf die Verhaltnisse des Serums iibertragbar ist. 

Rona und Takahashi haben bei ihrer ersten Ableitung bei 18° anstatt 
bei 37° gearbeitet und haben bei der Ableitung der Konstanten noch nicl 
die auf Grund der Aktivitaétstheorie korrigierten Dissoziationskonstanten 
benutzt. 


K, = 350, 
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Ihre Bestimmungen wurden weitergefiihrt durch Messungen von 
Brinkman und van Dam. Diese bestimmten Calciumionenkonzentrationen 
in Calciumlésungen, indem sie bei Zusatz von Oxalat den Beginn der ersten 
auftretenden Triibung beobachteten und den Gehalt an Calciumionen mit 
Hilfe des von ihnen ermittelten Léslichkeitsproduktes fiir Calcitumoxalat 
berechneten. 

Diese Methode ist von Schulten kritisiert worden, der das Léslichkeits- 
produkt von Calciumoxalat viel niedriger fand (etwa 0,02 Millimol) als es 
von Brinkman und van Dam angenommen war (0,055 Millimol), eine GréBe, 
die auch von dem von Kohlrausch mittels Leitfahigkeitsmessung bestimmten 
Wert von 0,019 Millimol stark abweicht. 

Auch Mond und Netter fanden das Léslichkeitsprodukt von Calcium- 
oxalat niedriger und zeigten, daB die Gegenwart von EiweiB dasselbe 
beeinfluBt. Sie schreiben: ,,Es ist daher begreiflich, daB auch diese Methode 
zur Charakterisierung der Zustandsform des Calciums im Serum nichts 
beitragen kann.“ 

Auch schreibt 2. J. Warburg von der Methode, ,,daB sie ohne Ein- 
fiihrung von Aktivitétskorrekturen kaum Aufschlu8 iiber die Caleium- 
ionenkonzentration geben kann.‘ 

Kugelmass und Shohl, die ihre Berechnung nach dem ,,Leitfahigkeits- 
dissoziationsgrad“* korrigierten, bestimmten die Rona-Konstante bei 
38° zu 153. 

Nitschke glaubte, durch Dialysenversuche mit Serum, dem Calciwm- 
chlorid zugesetzt wurde, mittels Anwendung des Donnangleichgewichts- 
prinzips die Konstante auf 3700 beziffern zu kénnen. Doch sind die Voraus- 
setzungen seiner Versuche sehr anfechtbar. 

Neuerdings hat Erik J. Warburg die Konstante auf Grund der 
Aktivititstheorie nach den Formeln von Bjerrum unter Beriick- 
sichtigung des Gesamtionengehaltes des Serumx berechnet. Er bénutzte 
die Messungen von Wells, Kendall, Schloessing, McCoy und Smith, 
Kugelmass und Shohl, Cameron und Seidell, Rona und Takahashi, 
Bjerrum und Gjaldboek. Aus ihnen berechnete er unter Beriicksichtigung 
der Ionenaktivitit des Serums die Konstante der Rona-Takahashi- 
Formel zu 275 bei 38°, ein Wert, der dem unkorrigierten Werte von 
Rona und Takahashi von 350 sehr nahe liegt. 

Aus der von Warburg errechneten Konstante folgt der Wert des 
Léslichkeitsproduktes fiir Calciumcarbonat gleich K, bei 38° 


K, = 7,1. 10-. 
Setzt man fiir Plasma bei 38° 
(H) = 4.10-8 
und 
(HCO}) = 0,023, 
so ergibt sich 


(Ca”) = 7,4. 10-4, 


d. h. der ionisierte Anteil des Calciums betriigt 1,8 mg-°,. 
Zuletzt sind besonders sorgfiltige Messungen des Lislichkeits- 
produktes von Calciumcarbonat unter Beriicksichtigung der Aktivitits- 
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theorie von Hastings, Murray und Sendroy durchgefiihrt worden. Au 
Grund der Beziehung 

(CO;) = —.. (COy) . Ky. Ks ae 

(H)? + (H). Ky + Ky. Ky 

deren Ableitung gleichartig ist der weiter unten gegebenen Ableitung 
der PO,-Ionenkonzentration, und in der CO, den Gesamt-CO,-Gehalt. 
K, und K, die erste und zweite Dissoziationskonstante der Kohlensiure 
bedeuten, fiir die entsprechend dem ,,lonengehalt* (ionic strength) des 
Serums von u* = 0,152 


pK, = 633—05 Vu, 
pK, = 10,22—1,1 Vu, 
K,=7,41.10-7 K,= 1,62. 10— 


ermittelt wurden, bestimmten die Verfasser durch Gesamt-C O,- Analysen 
die CO,-Ionenmenge ihrer Untersuchungslésungen bei variierter H-Ionen- 
konzentration. Sie ermittelten das Léslichkeitsprodukt von Calcium. 
carbonat in Lésungen von der gleichen Ionenstiirke (i), wie das Serum 
zu 10-7, also pK spCaCO, — den negativen Logarithmus des Léslich- 
keitsproduktes — zu 7,40, wihrend fiir Serum pKspCaCO, zu 6,40, 
also das Léslichkeitsprodukt KspCaCO, 10-*” betrug. Hierbei ist 
das gesamte Serumcalcium beriicksichtigt und von der Bildung be- 
sonderer Calcium-EiweiBkomplexe abgesehen. 

Das Léslichkeitsprodukt des Serums wird nicht beeinfluBt durch 
Schiitteln des Serums mit festem Calciumcarbonat. Es mu8 jedoch im Serum 
mehr Calciumcarbonat vorhanden sein, als in einer Salzlésung von gleichem 
Ionengehalt im Gleichgewicht bestehen kann, wenn das gesamte Serum- 
calcium als Ion angesehen wird. ; 

Berechnet man nun aus den Zahlen von Hastings, Murray und 
Sendroy die Menge der im Gleichgewicht méglichen Ca-Ionen, indem 
man pKspCaCO, entsprechend den reinen Léslichkeitsverhaltnissen 
in Serumsalzlésungen zu 7,40 setzt (der Aktivitatsgrad der EiweiBionen 
wire infolge des hohen Molekulargewichtes des EiweiBes zu vernach- 
lassigen) und fiir den CO{-Gehalt 0,1265 . 10-* annimmt (Durchschnitt 
von sechs Analysen von Hastings, Murray und Sendroy), so ergibt sich 
der bei Gleichgewicht mégliche Ca-Tonengehalt auf Grund der Léslichkeits- 
verhiltnisse zu 1,56 mg-°, Ca. Diese Zahl steht in sehr guter Uber- 
einstimmung mit der oben genannten von Warburg als Durchschnitts- 
wert abgeleiteten von 1,8 mg-%. 


* « ergibt sich auf Grund der Formel: 
p= % (c,. 22 + c,. 22 + c,.22 ... Cy. 23), 
in der c,, c, usw. die molare Konzentration der vorhandenen Ionen, z,, z, usw. 
ihre Wertigkeit bedeuten. 
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Voraussetzung hierfiir ist, daB das Calciumcarbonat nicht iiber- 
sittigt vorliegt, da Mond und Netter durch Leitfihigkeitsversuche 
gezeigt haben, daB iibersittigte Salze als Ionen iibersiittigt sind. Auf 
die Méglichkeit dieser Ubersittigung wird unter 3. eingegangen werden. 

Die Menge der freien Calciumionen ist bisher nur unter dem Gesichts- 
punkt betrachtet worden, da8 sie von der vorhandenen Bicarbonat- 
und H-Ionenkonzentration bestimmt wird. Es ist notwendig, sie auch 
im Hinblick auf das vorhandene PO,-Ion zu betrachten, da durch 
dasselbe bei béstehendem Gleichgewichtsverhiltnis die Ca-lonen- 
konzentration noch mehr eingeengt wiirde. Die Wirkung des PO,-Ions 
ist schon von Behrendt und von Kugelmass und Shohl in ihre Rechnungen 
einbezogen worden, doch bestehen Untersuchungen iiber die Léslichkeit 
des tertiiren Calciumphosphats (nur dieses kann nach den betreffenden 
Arbeiten zur Ablagerung kommen, Ca H (PQ,) ist unter den vorhandenen 
Bedingungen nicht bestindig), unter Beriicksichtigung der Aktivitits- 
theorie erst seit den ausgezeichneten Arbeiten von Holt, La Mer und 
Chown. Diese Autoren berechneten den PO,-lonengehalt in Abhiingig- 
keit von der H-Ionenkonzentration nach der Beziehung 

P.K,.K,. Ks; 

(H')® + (H’)?. K, + (H). K,. K, + K,. Ky. Kg’ 

die sich aus den Beziehungen 


(PO:”) 


H).(H,PO;) (H).(HPO))  , (H).(POy)_ , 
aro, GF). -*.. GPO 
und P = (H,PO,) + (H,PO,) + (HPO) + (PO) 


ergibt. P bedeutet Gesamtphosphor; K,, A, und Ky sind die erste, 
zweite und dritte Dissoziationskonstante der Phosphorsiiure. 

Fiir die Konstanten K,, K, und K, nahmen sie nach Priifung der 
in der Literatur gegebenen Werte an: 

K,=1.10-3, K,= 1.1077, K,= 4. 10-1, 

Unter Zusatz von Salzen in verschiedener Konzentration be- 
stimmten sie die Léslichkeit von tertiirem Calciumphosphat bei 
wechselndem Gesamtionengehalt und extrapolierten die Werte auf 
unendliche Verdiinnungen. So bestimmten sie diesen extrapolierten 
Wert, ,.das wahre“ Léslichkeitsprodukt des Ca,(PO,), zu 

Ks pCa,(PO,). = 10-*, p Ks pCa,(PO,), = 32,5. 

In Ringerlésung fanden sie das unter den Versuchsbedingungen 
bestehende , stéchiometrische* Léslichkeitsprodukt zu: 

Ks pCa,(PO,), = 5,24. 107%, pK spCa,(PO,), = 27.21, 
das Léslichkeitsprodukt in Serum zu 
KspCa,(PO,).= 10-**, pK spCa,(PO,), = 26. 
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In Verbindung mit ihren Versuchen (siehe 3.) schlossen sie daher 
auf eine etwa 200fache Ubersattigung des Serums an Calciumphosphat 

Hastings, Murray und Sendroy haben nun an Stelle der von Holi 
La Mer und Chown gebrauchten Dissoziationskonstanten der Phosphor. 
siure die nach der Aktivitatstheorie korrigierten Werte von: 


K, = 1,22.10-*, pK,= 1,915 

K,=2,19.10-7, pK, = 6,66 

K, = 1,66.10-", pK, = 11,78 
zur Rechnung benutzt. Sie fanden das Léslichkeitsprodukt von 
tertiarem Calciumphosphat 
17,40 Vu 


pKspCa,(PO,), = 30,95 — == 
1+ 148)u 


bei 38°, wo « den lIonengehalt darstellt. 


Fiir KspCa,(PO,), bei 38° in Serumsalzlésungen bei Ca,(P0O,), 
und CaCO, als Bodenkérper wurde 


Ks pCa,(PO,). = 2,95 .10-*",  pKspCa,(PO,). = 26,53 
ermittelt. 


Aus den umgerechneten Versuchen von Holt, La Mer und Chown 
ergab sich bei Gegenwart von Ca,(PO,), allein als Bodenkérper unter 
gleichen Bedingungen 


pKsp= 2558 Ksp= 5,55 .10-*6, 


‘Das stéchiometrische Léslichkeitsprodukt im Serum schwankte 
etwa (umgerechnete Versuche von Holt, La Mer und Chown) zwischen 


pKspCa,(PO,). = 22,42 bis 22,51. 


Wiirde angenommen werden, daB Calciumphosphat allein nach 
dem durch die Ionenaktivitaét bedingten Léslichkeitsverhiltnis im 
Serum vorhanden und eine Ubersittigung stets durch Bildung des 
festen Bodenkérpers verhindert sei, daB also mit anderen Worten das 
Ca-Ion stets im Léslichkeitsgleichgewicht vorhanden ist, so wiirde sich 
bei einer durchschnittlichen, aus den Analysen von Holt, La Mer und 
Chown* errechneten PO,-Ionenmenge von 4,1 .10~* mol. pro Kilo- 
gramm H,O aus dem Léslichkeitsprodukt von p Ks pCa,(PO,), = 26,53 
fiir Serumsalzlésungen eine Ca-lonenmenge von 0,48 mg-°%, pro Kilo- 
gramm H,O, gleich 0,45 mg-% fiir Serum ergeben. 

Es wiirde also bei diesen Voraussetzungen nur eine viel kleinere 
Ca-[onenmenge im Serum méglich sein als bei Beriicksichtigung des 
CO{-Gehalts, und es wiirde — immer das Gleichgewicht vorausgesetzt 


1 Vgl. Journ. of biol. Chem. 71, 793, 1926/27. 
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nicht das CO,-lon, sondern das PO,-lon sein, das die Menge freier 
Ca-Ionen bestimmt. 

Diese Voraussetzungen treffen aber bei der von Holt, La Mer und 
Chown gezeigten Neigung des Ca-lons, in iibersittigtem Zustande zu 
verharren, nicht zu. Es wird gezeigt werden, daB wenigstens fiir das 
Calciumphosphat ein tibersattigter Zustand anzunehmen ist. Ob dann 
die Ca-lonenmenge durch das CO; begrenzt wird, oder ob CaCO, iiber- 
sattigt vorliegt, ist, wie in 3. gezeigt, noch nicht sicher feststellbar. 

Direkte Messungen des Ca-Ions mittels Calecium-Amalgamelektroden, 
wie sie von Neuhausen und Marshall ausgefiihrt wurden, die etwa 20% 
des Serumcalciums als ionisiert angaben, miissen, wie eigene Versuche 
bestétigten, wegen der auSerordentlichen Schwierigkeiten der Methode 
und der stérenden Zwischenreaktionen (Zersetzung des Amalgams, Umsatz 
des Amalgams mit anderen Ionen) als nichts beweisend angesehen werden. 


3. Der Ubersiittigungszustand und das Calcium in unbekannter 
Bindungsform. 

In Abschnitt 2 ist gezeigt worden, daB bei Beriicksichtigung der 
von Hastings, Murray und Sendroy ermittelten Léslichkeit des Calcium- 
phosphats entsprechend dem Aktivitaétsgrad des Serums und der 
Temperatur von 38° C nur rund 0,5 mg-°;, Calcium als ionisiert vorhanden 
gedacht werden kénnen, wenn stets bei Uberschreiten des Léslichkeits- 
produktes es zu einer Ausfaillung an Calciumphosphat kiime. Nun 
haben Holt, La Mer und Chown in ihren mehrfach erwihiyten aus- 
gezeichneten Arbeiten gezeigt, daB die Bildung von Ca,(PO,), als 
Reaktion fiinfter Ordnung eine auSerordentliche Neigung zu Uber- 
siittigungen hat, so daB bei Uberschreiten des Léslichkeitsproduktes 
es nicht zu einem Ausfallen von Calciumphosphat kommen wird. Die 
Konzentration an Calciumionen kénnte aber nach den in 2. gegebenen 
Daten fiir die Calciumcarbonatléslichkeit nach Hastings, Murray und 
Sendroy héchstens 1,6 mg-°,, Calcium, nach Erik J. Warburg 1,8 mg-°, 
erreichen, wenn nicht die Léslichkeit des Calciumcarbonats tiber- 
schritten werden soll. Nehmen wir an, daB dieses Léslichkeitsprodukt 
nicht ohne Ausfallung an Calciumcarbonat iiberschritten werden kann, 
so bleiben, wenn 5 mg-°, Calcium als an EiweiB gebunden betrachtet 
werden, noch rund 3,2 mg-°%, Calcium, wenn wir die Calciumionenmenge 
als Phosphat begrenzt zu 0,5 mg-°,, annehmen, etwa 4,5 mg-°,, Calcium 
iibrig, tiber deren Zustandsform nichts ausgesagt werden kann. Auber 
der Méglichkeit, daB Calcium in einer unbekannten aber dialysablen 
Bindungsform vorliegt, besteht die Méglichkeit, daB dieser Calcium- 
rest entweder zum Teil als iibersattigtes Calciumphosphat und nur 
in der noch bleibenden Differenz in unbekannter Bindung oder in 
seiner Gesamtheit als iibersittigtes Calciumphosphat und Calcium- 
carbonat vorliegt. Beide Méglichkeiten seien besprochen. 
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a) Der Zustand der Ubersattigung. 


Betrachten wir das Calcium zunichst als tertiiires Phosphat 
dessen Léslichkeitsprodukt ja kleiner ist als das des Calciumcarbonats 
so haben wir in 2. berechnet, dab neben einer als Beispiel gewahlten 
P-Menge von 3,35 mg Gesamt-P in 100 ccm Serum die 1,16. 10~% mo! 
Gesamt-P in 1000ccem H,O, d.h. bei einem py von 7,4 4,1 .1078 mol. 
PO; in 1000cem H,O entsprechen (berechnet nach der Formel von 
Holt, La Mer und Chown mit den Konstanten von Hastings, Murray 
und Sendroy) nur 0,45 mg-°%, Ca im Serum als Ion bestehen kénnten 

Bei einer Menge von 5 mg-%, freien (nicht an Eiweif gebundenen) 
Ca z. B. wire, wenn das Ca vollstandig als Ion vorlige, das stéchio- 
metrische, nicht durch die Aktivitatskoeffizienten korrigierte Léslich- 
keitsprodukt KspCa,(PO,), = 4,06.10~-*4. Da in einer Serumsalz. 
lésung nach Hastings und Mitarbeitern das Léslichkeitsprodukt = 2,95 
. 10~-* ist, so wire das Serum in dem Beispiel um das rund 1400 fache 
iibersattigt. 

Wiirde aber die Ca-lonenmenge durch das CO,-Ion begrenzt, so 
wire das Léslichkeitsprodukt bei einer Ca-lonenmenge von 1,8 mg-" , 
im Serum 1,90 . 10—*, d. h. rund 64fach so groB als in der Vergleichs- 
salzlésung und bei 1,6 mg-°,, Ca (berechnet nach Hastings, Murray 
und Sendroy) 1,346 . 10~*6, d. h. 46fach so groB. 

Hinsichtlich dieser Ubersiittigung an Calciumphosphat liegen dic 
iiuBerst interessanten Versuche von Holt, La Mer und Chown vor. 
Diese Autoren zeigten, daB beim Schiitteln von sterilem Serum mit 
festem tertiiren Calciumphosphat, das sie mehrere Wochen fortsetzten, 
der Calciumgehalt des Serums abnahm. Auch der Phosphatgehalt 
nahm ab, und das stéchiometrische Léslichkeitsprodukt des Calcium- 
phosphats, das bei Anwendung ihrer noch nicht mittels der Aktivitits- 
theorie korrigierten Konstanten pAspCa,(PQ,). zwischen 23,95 bis 
24,02 betrug, ging auf 25,83 bis 26,23 zuriick. Als Wert des Léslichkeits- 
produktes von Ca,(PQO,), in Ringerlésung hatten sie psp = 27,2). 
Ksp= 5,34 .10~* ermittelt. 

Sie schlossen hieraus, daB das Serum eine an Calciumphosphat 
iibersittigte Lésung darstellt, die beim Animpfen mit Bodenkérper 
und geniigend langer Einstellungszeit zu einem Ausfallen von Calcium. 
phosphat bis zum wahren Léslichkeitsprodukt fihrt. Die diesbeziigliche 
Tabelle von Holt, La Mer und Chown wird beigefiigt (Tabelle 1). 

Diese Befunde wurden von Hastings, Murray und Sendroy auf- 
genommen. Die Autoren bestatigten den Befund der Calciumabnahme 
im Serum beim Schiitteln mit festem tertiiren Calciumphosphat. Doch 
machten sie darauf aufmerksam, daB die Abnahme an PO’ nicht fiir 
die Abnahme des Ca” ausreicht. Sie rechneten die Werte von Holl. 
La Mer und Chown um, indem sie fiir die zur Berechnung des PO,-lons 
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angewandten Dissoziationskonstanten der Phosphorsaure die auf Grund 
der Aktivitatstheorie bei einem Ionengehalt des Serums von Vu (siehe 
Abschnitt 2) = 0,390 ermittelten Dissoziationskonstanten der Phosphor- 
siure einsetzten und unter Beriicksichtigung des Léslichkeitsvolumens 
des SerumeiweiBes (1000 com Serum = 930 cem H,O) PO” und Ca” 
auf 1 kg Wasser berechneten. Hierdurch ergaben sich die Werte fiir 
die Léslichkeitsprodukte etwas anders, doch blieb die Tatsache be. 
stehen, daB das Calcium 2,24, 2,08 und 2,21 Millimole pro Kilogramm 
Wasser abnahm, die gesamte anorganische Phosphorsiure aber ent- 
sprechend nur 0,59, 0,72 und 0,45 Millimole. Das Calcium konnte 
also nicht oder nicht allein als Phosphat herausgegangen sein. 

Die genannten Verfasser zeigten nun durch genaue Untersuchungen 
des Carbonatgehalts des Serums vor und nach dem Animpfen, dai 
das Calcium als Calciumcarbonat ausgefallen sein muBte. Diese Er- 
scheinung trat aber nur beim Animpfen mit tertiarem Calciumphosphat 
als Bodenkérper ein, nicht aber beim Animpfen mit Calciumearbonat. 

Es ist hier nicht méglich, die Ausdehnung und Art aller Versuche 
wiederzugeben, die Hastings, Murray und Sendroy angestellt haben. 
um diese Verhiltnisse zu kliren. Sie schiittelten Serum unter den 
verschiedensten Bedingungen bei variierter Aziditit mit Bodenkérpern 
von Calciumcarbonat allein und Calciumcarbonat mit Phosphat. Sie 
fiigten Calcium in Form verschiedener Verbindungen zu und analysierten 
bei konstant gehaltener CO,-Spannung Calcium, Phosphorsiure und 
CO, und kamen doch hinsichtlich des Erklarungsvorganges zu keinem 
Ergebnis. Sie vermuteten, daB das Calciumphosphat irgendwie das 
Calciumcarbonat stabilisieren muB und lehnten die Vorstellung einer 
Ubersattigung des Serums mit Calciumphosphat ab. Doch schreiben 
sie am Schlusse ihrer ausgedehnten Untersuchungen: 

As to exactly what happens when such large amounts of calcium 
are precipitated, we have no idea.“ 

Ware das Serum aber auch an Calciumphosphat iibersittigt, so 
braucht dies nicht fiir Calciumcarbonat der Fall zu sein. 

Unter 2. ist gezeigt, da8 bei Uberschreitung der lonenkonzentration 
von Calcium iiber 0,5 mg-°, das Serum an Calciumphosphat iibersattigt 
ist, an Calciumcarbonat aber erst nach’ Uberschreitung von 1,6 bis 
1,8 mg-%. Ob tatsichlich das Serum an Calciumcarbonat iibersittigt 
ist, ist strittig. Nach der Ansicht von EZ. J. Warburg ist dies un- 
wahrscheinlich, doch kann seiner Begriindung, daB die Wirkung 
einer AlkalitatserhGhung im Plasma, die als Tetanie in Erscheinung 
tritt, dann nicht verstindlich ware bei der Unkenntnis der Be- 
dingungen der Tetanie, nicht ganz zugestimmt werden. Gegen eine 
Ubersittigung an Calciumcarbonat spricht auch, da® durch An- 
impfen mit festem Calciumcarbonat Calcium nicht zum Ausfallen 
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gebracht werden kann. Auch die Versuche von Greenwald, der zeigte, 
daB im Dialysat des Serums der Ca-Gehalt sich nach Ansiuern, Auf- 
kochen und Neutralisieren durch Ausfallen verringert, kénnten fiir 
das Bestehen einer noch unbekannten Komplexsalzbildung des Calciums 
sprechen, die Greenwald schon deshalb annimmt, weil sie am besten 
seine Versuche iiber die Wirkung des Hormons der Nebenschilddriise, 
das die Bildung dieser unbekannten Komplexsalzbildung regeln soll, 
erklaren kénnte. 

Andererseits sprechen sich Mond und Netler durchaus dafiir aus, 
daB das gesamte dialysable Calcium als tibersittigtes Calciumcarbonat 
vorhanden sein soll, und zwar zeigten sie durch Leitfahigkeitsmessungen 
an Modellésungen, daB das iibersittigte Calciumcarbonat nicht als 
undissoziiertes Salz, sondern in ionisierter Form vorliegen muB. Sie 
weisen auch darauf hin, daB die Calciumionenkonzentrationen, die 
im Sinne des Ionenantagonismus optimal wirksam gefunden sind, 
wesentlich héher sind als die durch das Bicarbonat begrenzte Kon- 
zentration von rund 2mg-%. Die Autoren zeigen, dab fiir die Er- 
haltung eines solchen Ubersiittigungszustandes die SerumeiweiSkérper 
verantwortlich zu machen sind, die aber nicht im Sinne der Sieg/ried- 
schen Vorstellung als Carbaminoverbindungen, sondern entsprechend 
den Versuchen von Marc und Wenk iiber die Kristallisationsbehinderung 
durch Farbstoffe durch Verdrangung der Ionen von der Oberfliiche 
verhindern, da8 Ca-Ionen in das Kristallgitter eintreten. | 


b) Die unbekannte Bindungsform des Calciums. 


Entgegen dieser Vorstellung von dem Vorhandensein des dialysablen 
Calciums als iibersittigtes Calciumcarbonat ist verschiedentlich die 
Vorstellung einer besonderen Bindungsform ausgesprochen worden. 
Die Tatsache, daB sich Calcium stets als Carbonat und Phosphat ab- 
lagert, hat dazu gefiihrt, anzunehmen, daB eine Verbindung von ent- 
sprechender Zusammensetzung im Serum vorhanden ist. 


Barillé hat Doppelverbindungen von Calciumcarbonat-Phosphat syn- 
thetisch dargestellt und ihr Vorhandensein im Organismus behauptet. 
Sie sind so labil, daB sie beim Ausfallen in Caleitumcarbonat und Phosphat 
zerfallen wiirden. Das Vorhandensein dieser im Autoklaven hergestellten 
so labilen Verbindungen im Organismus ist véllig unbewiesen. Eine ahnliche 
Ansicht iiber das Bestehen einer Carbonat-Phosphatkomplexverbindung 
hat Gassmann ausgesprochen, nur soll sich sein Doppelsalz als solches 
ablagern. Es wird gezeigt werden, da8 sein fiir seine Annahme gegebener 
Beweis irrig ist. Uber die Behauptung Greenwalds betreffend einer Komplex- 
verbindung ist unter a) gesprochen worden. 

Unlangst ist von Klinke wieder das Bestehen einer unbekannten 
Komplexsalzverbindung behauptet worden, und zwar auf Grund der 
Ergebnisse von Hastings, Murray und Sendroy und einigen anschlieBenden 
eigenen Versuchen. 
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Diese Versuche sollen bei den Untersuchungen iiber den Uher. 
séttigungszustand gepriift werden. 

Zusammenfassend muB gesagt werden, daB ein Vorhandensein 
einer noch unbekannten dialysablen Bindungsform nicht auszuschlieBen 
ist, dafs aber auch keinerlei Grund besteht, bis zur Erbringung ihres 
Beweises das Calcium nicht als iibersittigtes Calciumcarbonat zu 
betrachten. 


III. Untersuchungen tiber die Bindung von Calcium durch das Eiwei8 ver- 
schiedener Gewebsarten. 

Durch die Versuche von Pfaundler und Wells sowie durch die 
ausgedehnten und sehr verdienstvollen Untersuchungen von Freuden. 
berg und Gyérgy war gezeigt worden, daB Knorpeleiwei8 anscheinend 
eine besondere Affinitat zu Ca-Ionen besitzt. Dieses besondere chemische 
Verhalten des Knorpels im Gegensatz zu anderen Geweben ist ja von 
den Autoren zur Grundlage ihrer Ca-Bindungstheorie des Knorpels 
gemacht worden. 

Die Versuche von Freudenberg und Gyérgy zeigen aber, wie oben 
dargestellt, keineswegs, daB die Kalkbindung durch Knorpel auf einer 
dem Knorpel besonders eigenen Bindungsfihigkeit beruht. Das von 
ihnen gefundene Verhalten des Knorpels entspricht qualitativ véllig 
dem bekannten Verhalten von Eiwei®kérpern, auf der alkalischen 
Seite ihres isoelektrischen Punktes Kationen zu binden. Da Erd- 
alkalien weniger dissoziierte Verbindungen mit Eiwei8 bilden als ein. 
wertige Kationen ist schon bei der Besprechung der Zustandsform des 
Ca im Serum dargestellt worden. Es konnte also die Ca-Bindung durch 
Gewebsknorpel an sich nichts Auffilliges haben und wire fiir die Er. 
klarung des Ablagerungsprozesses von Kalksalzen nicht dienlich, wenn 
nicht die Beobachtung vorlige, daB Knorpelgewebe quantitativ mehr 
als irgend ein anderes Gewebe die Eigenschaft der Bindung von Ca-Ionen 
besitzt. Es wire gezwungen, diese Eigenschaft mit der Tatsache, dai 
gerade Knorpelgewebe im Kérper- das vornehmliche Substrat der 
Kalkablagerung bildet, nicht in Beziehung zu bringen. Das gleiche 
gilt, wenn auch in quantitativ geringerem MaBe, fiir das Bindegewebe 

Da nun Freudenberg und Gyérgy gezeigt haben, daB gemaB der 
bekannten Kationenbindung durch Eiwei8 auch die Ca-Bindung an 
Knorpel von der px abhiangig ist, derart, daB sie nur bei einem pq > 4 
erfolgt, ist es wahrscheinlich, daB die Neigung des Knorpels zur Ca- 
Bindung nicht durch ein besonderes chemisches Verhalten, sondern 
durch die saure Natur des KnorpeleiweiSes bedingt wird. 

Die Starke des Kationenbindungsvermégens einer EiweiBart ist ab- 
hangig von der Lage ihres isoelektrischen Punktes; je weiter derselbe nach 


der sauren Seite gelegen ist, um so stérker miissen die sauren Eigenschaften 
des EiweiBes hervortreten und um so stérker mu8 sein Vermégen sein, mit 
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Kationen Verbindungen einzugehen. Dies wird bestaétigt durch die Arbeiten 
von Rona, Petow und Wittkower, die zeigten, daB sich Calcium bei der Dialyse 
verschiedener Eiwei8kérper gegeneinander (Serumeiwei8 und Hamoglobin) 
mehr mit dem Serumeiwei8 — isoelektrischer Punkt px etwa 5 — als mit 
Hamoglobin — isoelektrischer Punkt pq etwa 7 — verbindet, waihrend es 
sich bei der Dialyse von Serum gegen EiereiweiB, das fast den gleichen 
isoelektrischen Punkt hat wie Serum, gleichméSig auf beide EiweiBarten 
verteilt. 


Es erscheint daher notwendig, Knorpel- und Bindegewebseiweib 
einerseits mit Muskel- und Organeiweif andererseits hinsichtlich der 
Lage ihrer isoelektrischen Punkte zu vergleichen. Hierbei kann es sich 
nicht, wie bei einem relativ einheitlichen EiweiB, um die genaue Lage- 
bestimmung des isoelektrischen Punktes handeln, da ja alle Gewebe 
mit Wahrscheinlichkeit aus einer Reihe verschiedener EiweiBarten 
zusammengesetzt sind. Der isoelektrische Punkt derartiger Gewebs- 
eiweiBe wird also nur den Sinn eines verhaltnismaBig breit und nicht 
scharf begrenzten Durchschnittswertes haben. Doch wird dieser durch- 
schnittliche Wert geniigen, um den Charakter einer Gewebsart im 
Vergleich zu einer anderen zu bestimmen. 


Was die Methoden anbetrifft, durch die die isoelektrischen Punkte 
von Gewebseiwei8 zu ermitteln sind, so zeigen diese Versuche, dab 
die einfache Kataphorese zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
nicht ausreicht. Pulver sus verschiedenen Gewebseiweiben zeigen, 
auch wenn sie méglichst fein zerteilt hergestellt wurden, nicht stets 
einen einheitlichen Wanderungssinn. 


Es war daher notwendig, mehrere Methoden zur Charakterisierung 
der EiweiBarten zu verbinden. Es wurde gemiB der Methode, die 
J. Loeb an Gelatine ausgearbeitet hat, das Kationen- und Anionen- 
bindungsvermégen von GewebseiweiBen bei variiertem py gepriift, und 


zwar wurde, wie von Loeb, Ag und Fe(CN),” wegen ihrer leichten 


Nachweisbarkeit gewihlt. 


Die Verhaltnisse bei GewebseiweiSen liegen nun hinsichtlich der 
Ionenbindung keineswegs so giinstig, wie bei dem von Loeb gewihlten 
Beispiel der Gelatine. Loeb brachte Gelatinepulver durch Einlegen in 
Puffer- oder Séurelésung auf verschiedene Aziditéten. Die Aziditaéten der 
Lésungen unterscheiden sich infolge der Donnangleichgewichte ein wenig 
von der Aziditét der Gelatine selbst, doch konnte Loeb nach Entfernung 
der Séure- oder Pufferlésung die Aziditét der Gelatine nach dem Schmelzen 
direkt messen. Er bestimmte nun, bis zu welcher Aziditaét Gelatine noch 
Kationen, z. B. Silber, oder Anionen z. B. Fe(CN);" binden konnte, und 
fand eine scharfe Grenze, die den isoelektrischen Punkt der Gelatine 
kennzeichnete. 

Bei anderen EiweiBarten als Gelatine ist eine so scharfe Grenze, wie 
Loeb sie erhielt, nicht erzielbar. Bedeutet doch der isoelektrische Punkt 
nicht das Verschwinden des H- oder OH-Abdissoziationsvermégens des 
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EiweiBes, sondern nur das Minimum an diesen beiden Ionengruppen. Hs 
wird also ein Eiwei8 mitunter auch auf der sauren Seite des iscelektrischen 
Punktes noch Kationen zu binden vermégen, wenngleich in geringerem 
MaBe und stark abnehmend. Umgekehrt gilt das gleiche fiir das Anion. 


Das Bindungsvermégen fiir Ionen driickt also nur gewissermafen 
den Verlauf der H- oder OH-Ionendissoziationskurve aus. Hierbei braucht 
nun der isoelektrische Punkt durchaus nicht in der Mitte der Anionen- oder 
Kationenbindungsgrenze zu liegen, da die Dissoziationskurve fiir H 
und OH fiir ein Eiwei8 nicht symmetrisch zu verlaufen braucht. Das 
Tonenbindungsvermégen wird uns daher nicht direkt die Lage des iso. 
elektrischen Punktes liefern, sondern wird nur in Annéherung die Grenzen 
zeigen, bis zu denen ein Eiwei8 H- oder OH-Ionen abdissoziiert, und wird 
uns daher, wenn wir die Anionenbindungen verschiedener EiweiBarten 
einerseits, die Kationenbindungen andererseits vergleichen, einen Durch- 
schnittswert ihres ,,isoelektrischen Bereiches*‘ geben. 


Es wurde daher in folgenden Versuchen das Bindungsvermégen 
von Knorpel- und SehneneiweiB (als Vertreter des Bindegewebes) im 
Vergleich mit Muskel- und Lebereiwei8 an Silber- und Fe(CN);"-Ionen 
geprift. AuBerdem wurde das kataphoretische Verhalten der Eiweil- 
pulver in der bekannten Anordnung der Mikrokataphorese untersucht. 
Die Versuchsanordnung wird im einzelnen beschrieben werden. 


Hier sei darauf hingewiesen, daB der py im EiweiBpulver selbst 
nicht zu messen war, und daB mit einem geringen Fehler fiir ihn diejenige 
Aziditat gesetzt wurde, die die Puffer- oder Siurelésungen hatten, mit 
denen die Pulver zur Erzielung einer bestimmten Aziditat behandelt 


wurden. , 
Versuchsanordnung und Ergebnisse. 


1. Knorpel. 
a) Kataphorese. 


Menschenknorpel (von Individuen unter 25 Jahren) wurde von Fleisch- 
resten befreit, zerschnitten, bei einer Temperatur bis zu 45° im Trocken- 
schrank getrocknet, mehrmals gemahlen und fein gesiebt. Das staub- 
férmige Pulver wurde einmal direkt in Pufferlésung aufgeschlémmt, von 
der dann einige Tropfen auf den Objekttrager mikroskopisch auf Wanderungs- 
fahigkeit untersucht wurden. AuBerdem wurde es mit Seesand trocken 
verrieben, von diesem durch Dekantieren mit Wasser abgetrennt und diese 
Suspension dann zum Puffer zugefiigt (etwa 0,1 g Pulver zu 10 bis 20 ccm 
Pufferlésung). Alle py-Bestimmungen wurden elektrometrisch vorgenommen. 


In Glykokollpuffer m/10 hért die anodische Wanderung bei einem 
pu von 2,9 auf, in allen saureren, gepufferten und ungepufferten Systemen 
erfolgt keine Wanderung mehr. Ebenso ist anodische Wanderung in allen 
Acetatpuffern m/3 und m/90 bis zu einem pH von etwa 3 herunter zu 
beobachten. 


b) Ionenbindung. 
a) Bindung von Fe(CN);". Je 1g Trockenpulver wurde mit 75 bis 
100 cem Acetatpuffer m/3 oder fiir px 1 bis 3 mit Salpeterséure, die aus 
einer Standardlésung (10cem HNO,d = 1,4 zu 1000ccm) durch Ver- 
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diinnen hergestellt wurde, iiber Nacht stehengelassen. Der px der iiber- 
stehenden Fliissigkeit wurde gemessen, diese abgenutscht, durch zwei- 
maliges Waschen mit Aqua dest. verdréngt und die Masse in Ferrocyan- 
kaliumlésung m/128 eingelegt. Nach mehreren Stunden wurde die Lésung 
abgenutscht, das Fe(CN)/" quantitativ ausgewaschen (zehnmal mit je 
30 bis 50 cem Aqua dest.). Das teilweise bereits angefarbte Knorpelpulver 
wurde in Reagenzglisern unter etwas Toluol aufbewahrt. Die Anfirbung 
vertiefte sich innerhalb 1 bis 2 Tagen und blieb dann ungedndert bestehen. 

B) Ag-Bindung. Die Versuchsanordnung ist die gleiche wie bei An- 
ionenbindung, nur kamen je 75 ccm Silbernitratlésung m/64 zur Anwendung. 
Zur vollstaéndigen Entfernung der mechanisch anhaftenden Ag-lonen 
muBte 15- bis 20mal mit je 50cem Aqua dest. ausgewaschen werden. 
Zum Nachweis des gebundenen Silbers wurde das ausgewaschene Knorpel- 
pulver mit je 75ccm HNO,-Standardlésung (s. oben) tiber Nacht stehen- 
gelassen, von dem Filtrat gleiche Mengen in Reagenzglasern mit je 1 cem 
verdiinnter Salzséure versetzt und die Triibungen nach !/, Stunde beurteilt. 

Zur Wiedergabe der Versuche in Tabellen wurde eine deutliche, starke 
Bindung, die bei dem entsprechenden Nachbarversuch keine Verstarkung 
mehr zeigte, mit vier Kreuzen bezeichnet. Sie stellt die eine Grenze des 
Versuches dar. Eine hauchférmige Triibung, die auch bei starkem An- 
wachsen der Aziditét im Versuch sich nicht mehr anderte und nicht ver- 
meidbar war, wurde als minus bezeichnet und stellt somit die zweite Grenze 
dar. Das ziemlich breite Ubergangsgebiet abnehmender Bindung wurde 
mit +++, ++, + bezeichnet. Als Beispiel seien die Ergebnisse fiir 
Knorpel in Tabelle IT gegeben. 











Tabelle I. 
Isoelektrischer Bereich von KnorpeleiweiS. — | 
Nr!) Pa ero ae Nr. Py ae Kataphorese 
1 2,53] Tiefblan ++++ |12/1,35 Hauchfirmige Anod. Wanderung 
2 3,65 . tpt Trabung — bei allen py > 2,9 
3 | 4,23 » +++-+ |13 1,76 Dasselbe — 
4/452; , ++++ [14 216 . — | 
5 485 Etwas 15 2,96 7 — bei py < 2,9 keine 
| schwiacher +++ |16 3,08 Zunehmende Wanderung 
6 5,17) Schwache Trabung 
| Farbung ++ |17 4,86 Dasselbe +4 
7 5,39, Noch eben 18 5,47. Dichte 
| wahrnehmbar + weibe 
8 5,46 | Keine Bindung — ; Trabung ++ ++ 
9 6,04 | = 3 — |19 6,01 Dasselbe ++++ 
10 |6,72; , “ — |20 6,87 e ++++4+ 
ll 7,18 . _ 
2. Sehne. 


a) Kataphorese. 


Vorbehandlung wie bei Knorpel. 
Die Versuche sind im alkalischen Gebiet nicht vdéllig eindeutig, teils 
findet turbulente Wanderung statt, teils wandern einige Teilchen ent- 
gegengesetzt zur allgemeinen Wanderungsrichtung. 


&* 
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Im stark sauren (px 1,03) und alkalischen (Phosphatpuffer pq °) 
Gebiete sowie in allen Acetatgemischen keine Wanderung. 

In Glykokollpuffer n/10, px zwischen 6,10 und 4,4, vorziiglich anodische, 
bei pa 3,3 bis 3,99 deutlich kathodische Wanderung. 


b) Ionenbindung. 
Technik wie Knorpel. 


Ergebnisse : 
Ubergangszone fiir Kationenbindung (Ag) —etwa px 3,9 bis 6,0, 
Anionenbindung Fe(CN).” ., pu 4.5 ,, 5,8. 
3. Muskel. 


Muskelfleisch durch Fleischmaschine gedreht, dann im ,,Faust" 
unterhalb 37° C getrocknet, gemahlen usw. wie bei Knorpel. 


a) Kataphorese. 


Die Versuche wurden mit Trockenpulver und mit frischem Muskelbrei 
angestellt. Die durch die Fleischmaschine gedrehte Masse wurde in einem 
Tuche auf der Nutsche mehrmals ausgewaschen, der Riickstand mit Seesand 
verrieben, in Wasser aufgeschla4mmt und die Aufschlammung zur Puffer- 
lésung gegeben (1 bis 2cem zu 30). 

Nur anodische Wanderung deutlich und sicher zu beobachten, und 
zwar in Phosphatpuffer m/90 von px 6 und aufwirts. In Acetatpuffer m/90 
nicht stets wiederholbare kathodische Wanderung aufwarts bis px 4,42. 


b) Ionenbindnng. 

Austiihrung wie oben. 

Vor dem Auswaschen der teilweise stark gequollenen Masse mehrmals 
Dekantieren in Zylinder. Fiir pg 6 Phosphatpuffer m/3. Fiir Ag-Ionen- 
bindung muB die Pufferlésung besonders sorgfaltig ausgewaschen werden, 
wegen der Schwerldslichkeit des Ag, PO,. 


Ergebnisse : 
Ubergangszone fiir Kationenbindung (Ag) — etwa px 3,9 bis 5,5, 
,, Anionenbindung Fe(CN), ., pu4,9 ,, 6,1. 
4. Leber. 


Frische Menschenleber wurde durch eine Fleischmaschine gedreht und 
bei einer Temperatur bis zu 45° C im Trockenschrank getrocknet, gemahlen 
und weiter behandelt wie oben. 

a) Kataphorese. 

Keine klaren Verhaltnisse bei Anwendung verschiedener Puffer- 

mischungen und Konzentrationen. 


b) Ionenbindung. 


Ergebnisse : 
Ubergangszone fiir Kationenbindung (Ag’) etwa py 4,2 bis 5,8. 
= ,, Anionenbindung » Pu t9 ,, 6,0. 
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Zusammenfassende Besprechung der Ergebnisse. 
Stellt man die erhaltenen Ergebnisse einander gegeniiber, so 
ergibt sich: 
1. Das Ubergangsbereich zwischen starkster und geringster Kat- 
ionen- bzw. Anionenbindung liegt fiir 


a) Knorpeleiwei8 zwischen rund px 3 —5,5 Kationen, 5,5—4,5 Anionen 


b) Sehneneiwei8 re » 9 3 9—6,0 o 5,8—4,5 
c) MuskeleiweiB = »  » 3,9—5,5 a 6,1—4,9 
d) Lebereiwei’B - = » 4,2—5,8 - 6,0 —4.9 


d.h. dieser Bereich verschiebt sich teils beim Kation, teils beim Anion 
von a) bis d) im Sinne einer py-Zunahme, also nach der alkalischen 
Seite. Hierbei ist zu beachten, daB die Grenzen durch die Zahl der 
Versuchspunkte bedingt sind und sich noch schirfer einengen lassen. 


2. Die Betrachtung der Kataphorese zeigt bei 


a) Knorpel, anodische Wanderung bei einem pa > 2,9 


kathodische *9 ” oo —- 
b) Sehne, anodische a ” is ie 6,1—4,4 
kathodische a a ow 3,3—4,0 
c) Muskel, anodische se - ee os os 
kathodische am ™ ~~ 


Auch diese Versuche zeigen die Verschiebung des isoélektrischen 
Bereiches von a) bis c) zunehmend nach der alkalischen Seite. 


Es kann also, ohne zu entscheiden, wo genau zahlenmibig die 
einzelnen isoelektrischen Punkte der EiweiBarten der verschiedenen 
Gewebe liegen, doch gesagt werden, daB der Charakter von Knorpel- 
eiweiB deutlich saurer ist als der von Muskel- und OrganeiweiB. 


Hieraus ergibt sich ein Grund, warum Knorpel (vielleicht auch 
Bindegewebe) in stirkerem Mabe sich mit Calcium verbinden kénnte 
als andere GewebseiweiBarten, und es wire nicht mehr notwendig, 
besondere chemische Bindungsformen des Calciums an Knorpel an- 
zunehmen 


Calciumbindung ist aber keine Kalkablagerung. Die Méglichkeit 
der Calciumbindung durch Knorpel und Bindegewebe erklirt daher 
noch nicht die Kalkablagerung. Sie macht es aber wahrscheinlich, 
daB beim Abbau (Autolyse) dieser Gewebe es zum Freiwerden von 
Caleciumionen kommen kann. Ein solches Freiwerden von Calcium- 
ionen kann gemeinsam mit den in Mitteilung II dargelegten Vor- 
gingen in absterbendem Gewebe mitbedingend sein fiir das Auftreten 
der ersten Calciumphosphatkristalle, die dann als Keimkristalle die 
Umsetzungen, die weiter unten dargestellt werden, einleiten kénnen. 
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IV. Untersuchungen iiber die Zustandsform des Calciums im Serum. 


1. Die komplexe Calciumcarbonat-Phosphatverbindung von Gassman. 


Von Gassmann ist behauptet worden, daB das Calcium sich in Form 
einer Carbonat-Phosphatkomplexverbindung im Knochen ablagere, wn 
hieraus ist dann die Vorstellung iibernommen worden, daB das Calcium 
als solches Komplexsalz vom Apatittypus in den Gewebsséften vorhanden 
sei. Erschrieb dieser Verbindung, die er Phosphatocalciumcarbonat benannte, 
die Struktur eines Wernerschen Hexosalzes zu und behauptete, daB ihr 
folgende Konstitutionsformel zukaéme: 


OPO, Ca 
[es = ca} 3] C0, 
OPO, Ca 

Gassmann glaubte diese Formel durch folgenden Versuch beweisen zu 
konnen. Er gliihte Knochenasche vorsichtig mit Calciumchlorid und ent- 
fernte dann das Calciumchlorid durch sorgfaltiges Waschen der gegliihten 
Masse mit Eisessig. Und zwar setzte er dieses Waschen so lange fort, bis 
der Eisessig beim Verdunsten keinen Riickstand mehr zeigte. Analysierte 
er dann die Substanz, so fand er, daB dieselbe chlorhaltig war, und zwa: 
hatte sie die Zusammensetzung 


Ca = 38,39%, PO, = 54,57%, Cl = 6,68°%,. 


Diese Zusammensetzung entsprach sehr gut einer Bruttoformel von 
Ca = 38,42%, PO, = 54,76%, Cl = 6,81°%, 


die einer Zusammensetzung eines Kérpers von der Konstitution +‘ 


: OPO, Ca 
Sere 
OPO, Ca 


entsprechen wiirde. Gassmann schloB hieraus, daB durch das Gliihen mit 
Calciumchlorid die CO,-Gruppe durch Cl, ersetzt worden war, und hielt 
diesen Ersatz fiir den Beweis des Bestehens eines dem Apatittypus ent- 
sprechenden Komplexsalzes. 

Dieser Beweis Gassmanns wurde folgendermaBen gepriift : 

Es wurde ein Pulver aus Kaninchenknochen nach Gassmann behandelt, 
daneben wurde eine kiinstliche Asche, ‘die durch Mischung von Salzen 
hergestellt war und die selbstverstaéndlich keine Konstitution wie die be- 
hauptete besitzen konnte, genau so behandelt. Der Versuch wurde wie 
folgt ausgefiihrt. 


a) Herstellung der natiirlichen Knochenasche. 


5,84 g frischer Kaninchenknochen (femur, sorgfaltig gereinigt von 
periost und Knochenmark) wurde in groben Stiicken im Trocken- 
schrank bei 110° getrocknet. Trockengewicht etwa 5g. Nach méglichst 
feiner Pulverung wurden 5g Trockenpulver in der Bunsenflamme 
sehr vorsichtig verascht. Es wurden 3,3g Asche erhalten. Diese 
wurden mit 0,45 g gekérntem Calciumchlorid sorgfaltig verrieben und 
1/, Stunde vorsichtig bei dunkler Rotglut erhitzt. 
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b) Kiinstliche Asche. 


85 Gewichtsteile  tertiiren Calciumphosphats wurden mit 
1.5 Gewichtsteilen Magnesiumphosphat und 12 Gewichtsteilen Calcium- 
carbonat gemischt und vorsichtig gegliiht. 3 g des gegliihten Gemisches 
wurden mit 0,45 g gekérntem Calciumchlorid gemischt und '/, Stunde 
bei dunkler Rotglut wie a) gegliht. 

Versuch 1. Die nach dem Gliihen erhaltenen schneeweiben Pulver 
von a) und b) wurden mit jedesmal 20 com Eisessig 25mal an der 
Zentrifuge gewaschen. Der Eisessig wurde auf Riickstand nach dem 
Verdampfen und mit Silbernitrat auf Chlorfreiheit gepriift. Nach 
etwa dem zwanzigsten Waschen zeigte der Eisessig keinerlei Riickstand 
mehr und mit Silber nur noch hauchférmige Spuren von Chlor. Bei 
weiterem Waschen nahmen diese Spuren nicht ab. Die Substanz 
wurde daher abzentrifugiert, im Vakuumexsikkator getrocknet, auf 
dem Wasserbad erhitzt, bis jede Spur von Essigsiuregeruch verschwunden 
war, und im Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz gehalten. 
Eine abgewogene Menge wurde in Salpetersaure gelést und nach tiblichen 
Methoden auf Calcium, P,O, und Cl analysiert. Es ergab sich: 

a) fiir die natiirliche Asche Ca 38,2%, P,O, 44,6%, Cl 3,7%, 

b) ., « kiinstliche ,, Ca 57,9%, P.O, 44,5%, Cl 6.8%. 

Es zeigte sich also, daB nicht nur die natiirliche Knochenasche, 
sondern auch die kiinstliche einen nicht unbetrachtlichen Chlorgehalt 
hatte. ‘aa 

Da immerhin die Méglichkeit bestand, daB das Auswaschen noch 
nicht geniigt hatte, wurde folgender Versuch angestellt. 

Versuch 2. Herstellung der Aschen a) und b) und Gliihen mit 
Caleiumchlorid wie bei Versuch 1. 


a) Natiirliche Asche. 

Dieselbe wurde etwa 30mal mit je 10 ccm Eisessig gewaschen. 
Analyse: Ca 39,1%, PO, 48,5%, Cl 4,3%. 

Zur Analyse wurde nur ein Teil des Produktes verbraucht. Der 
Rest wurde in zwei Teile geteilt, a) und £), von denen a) noch 20mal 
mit je 10 ccm Wasser und £) 20mal mit je 10 ccm Eisessig gewaschen 
wurde. Eisessig und Wasser gaben nach dem Waschen stets gleich- 
bleibende hauchférmige Triibungen mit Silbernitrat, was gegen ein 
Auswaschen von Chlor und fiir eine geringe Léslichkeit eines chlor- 
haltigen Kérpers sprach. a) und £) wurden wie das Ausgangspriaparat 
getrocknet und auf Chlor analysiert. Es hatten: 

a) 4,3°% Chlor, £) 4,4°%, Chlor. 


Der Chlorgehalt blieb also trotz des zweiten sorgfiltigen Waschens 
der gleiche wie nach der ersten Waschperiode. 
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Es kann sich also bei diesem Chlor nicht um eine nicht ausgewasche ie 
Menge Calciumchlorid handeln, sondern die Substanz muB eine schwer 
lésliche chlorhaltige Verbindung darstellen. 


b) Kiinstliche Asche. 
Nach 30maligem Waschen mit je 10 ccm Eisessig: 
Ca 35,3%, P.O, 45,3%, Cl 5,9%. 
2 Teile, a) und £), behandelt wie bei der natiirlichen Asche: 
a) 6,2°%, Chlor, 8) 6,0% Chlor. 


Die kiinstliche Asche verhielt sich also genau wie die natiirliche 
Es folgt hieraus, daB beim Gliihen mit Calciumchlorid ein chlorhaltiger 
Kérper entsteht, gleich, ob man Knochenasche oder eine kiinstliche 
Salzmischung anwendet. Welche Umsetzung hierbei erfolgt, wurde 
nicht weiter festgestellt, da sie in diesem Zusammenhang nicht inter. 
essierte. Es geniigte, festzustellen, daB der Eintritt von Chlor auf den 
Glihvorgang mit den Salzen zuriickzufiihren ist und daB er keineswegs 
als Beweis fiir den Ersatz einer CO,-Gruppe des Gassmannschen Kom- 
plexsalzes und somit auch nicht als Beweis fiir das Bestehen eines 
solchen angesehen werden kann. 


2. Versuch iiber die Dialysibilitét von PO{’ und HCO’, im Serum. 


Zur Fragestellung, ob Calcium nicht als kolloidales Calcium. 
phosphat oder Calciumcarbonat im Serum vorliegt, wurden Kom- 
pensationsdialysen fiir PO{’ und HCO, mit Serum vorgenommen 


Derartige Versuche sind zuerst von Rona und Takahashi sowie von 
Rona und Gyérgy angestellt worden. 

Die Autoren, die 70 ccm Serum gegen 50 ccm AuBenfliissigkeit 2 bis 
4 Tage lang dialysierten, fanden, daB sowohl das PO,-Ion als auch das 
CO,-Ion véllig dialysabel waren. Die Unterschiede in den Konzentrationen 
der AuBen- und Innenfliissigkeit im Gleichgewicht iiberstiegen nicht die 
Fehlerbreite der Methode. 

In einer zweiten Arbeit vermuteten Rona und Gyérgy, daB Natrium 
zum Teil adialysabel sei. Rona und Petow zeigten spater, daB Cl, Na und Ca 
sich in der Richtung des Donnangleichgewichts bei variierter H-Ionen- 
konzentration verteilen. 

Mit Hilfe einer neuen Methode der Schnellkompensationsdialyse, die 
gestattete, Substanzmenge und Versuchszeit sehr zu verkleinern, konnten 
Rona, Haurowitz und Petow beweisen, daB Cl, K und Na zwar vdllig diffusibel 
sind, daB aber bei der Erreichung des Gleichgewichts die Salzlésung als 
AuBenfliissigkeit etwas héher konzentriert ist als das Serum. So waren 
etwa 0,42 % Cl auBen im Gleichgewicht mit 0,365 % innen, d. h. die AuBen- 
fliissigkeit erhielt 15% (!) mehr Cl im Gleichgewicht als die Innenfliissigkeit. 
Bei Na standen etwa 0,320°% auBen im Gleichgewicht mit etwa 0,308 °%, 
innen, d. h. auBen waren ungefaéhr 3,9°% Na mehr. 
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Diese Konzentrationserhéhung der AuBenfliissigkeit konnte also, da 
sie sowohl Anion wie Kation betraf, nicht auf das Donnangleichgewicht 
bezogen werden und wurde durch den Hinweis auf den nicht lésenden 
Raum des EiweiBes im Serum erklart. An der Differenz der Konzentrations- 
erhéhungen in der AuBenfliissigkeit bei Priifung von Anion und Kation in 
derselben kann natiirlich das Donnangleichgewicht beteiligt sein. 

Es wurden im folgenden Kompensationsdialysen mit Bicarbonat 
und Phosphatpuffern, die mit NaCl dem Serum isotonisch gemacht 
waren, durchgefiihrt, derart, daB als AuBenfliissigkeit 15 bis 20 ccm 
Serum, als Innenfliissigkeit 2 bis 3 cem Salzlésung dienten. Als Hiilsen 
wurden Kollodiumhiilsen angewandt, die an Glasréhrchen befestigt 
waren. Die Glasréhrchen wurden bei der Dialyse fest geschlossen, so 
daB keine merkbare Volumenverinderung bei der Dialyse eintreten 
konnte. (Die Luftmenge in den Glasréhren geniigte als Druckpolster.) 
Die Anordnung entsprach etwa der Art der Kompensationsschnell- 
dialyse von Rona und Petow. Die Versuchsdauer betrug 24 Stunden. 
Serum und Salzlésung wurden mit Toluol versetzt. Bei den Bicar- 
bonatkompensationsdialysen wurden Innen- und AuBenfliissigkeit mit 
Paraffin iiberschichtet. 


a) Carbonatkompensationsdialysen. 

Zur Dialyse diente Pferdeserum und Menschenmischserum. Als 
Gegenfliissigkeit dienten Verdiinnungen einer genau analysierten 
Natriumbicarbonatlésung, die mit Kochsalz auf 0,85°%, NaCl-Gehalt 
gebracht wurden. Bei den geringen Mengen Bicarbonatlésung im 
Verhiltnis zum Serum trat keine wesentliche Anderung des Ionen- 
gehalts des Serums ein. Auch geniigte die Zeit von 24 Stunden zur 
Gleichgewichtseinstellung sowie zum Ausgleich der nur sehr wenig 
differierenden px, so daB also das Verhiltnis Bicarbonat zu Gesamt-CO, 
in AuBen- und Innenfliissigkeit als gleich anzusehen war. 


Analyse. Die CO,-Bestimmung erfolgte gasanalytisch mit einer etwas 
umgebauten Haldaneapparatur, die mittels eines Thermobarometers die 
CO,-Entwicklung des durch Weinséure aus der untersuchten Lésung aus- 
getriebenen CO, bei konstantem Druck und konstanter Temperatur mibt. 
Diese Apparatur besaB Mangel, da sie zur Entwicklung GeféBe mit Gummi- 
stopfen (deren ungleichmaéBiges Eindringen das Volumen der Entwicklungs- 
geféBe und damit die Apparatkonstante anderte) und Gummischléuche 
zur Verbindung der EntwicklungsgeféBe mit dem Barometer benutzte. 
Die Apparatur wurde dahin geandert, daB sie véllig aus Glasrohr hergestellt 
wurde und als EntwicklungsgeféBe BarcroftgeféBe angebracht wurden. 
Die Apparatur erfordert nur einmal die Bestimmung einer Apparatkonstante, 
nimlich des Volumens des Gasentwicklungsraumes, und erlaubt ein rasches 
und recht genaues Arbeiten. Der Fehler bei Messungen bekannter Natrium 
bicarbonatlésungen betrug bei Anwendung von leem n/200 NaHCO 
Lésung etwa 1 bis 2%. 

Als Beispiel fiir die Versuche iiber Carbonatkompensationsdialysen 
diene Tabelle JI] 
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Tabelle III. 
Carbonatkompensationsdialyse. 
Innen: NaHCO,-Lésung etwa 2,5cem. px vor der Dialyse 8,02, Tem. — In 
peratur 19°C. AuBen: Pferdeserum etwa 15 ccm. px vor der Dialyse 7,34, B Ku 
Barometer 768mm. Versuchsdauer 24 Stunden. NaHCO,-Lésung enthali — — 
unverdiinnt 0,447 cem CO, pro Kubikzentimeter, Pferdeserum enthalt 
0,3725 cem CO, pro Kubikzentimeter. 











AuBen (Pferdeserum) | Innen (Bicarbonat) 
Nr. vorher ~ nachber vorher nacbher 
com CO, com CO, il ecm CO, com CO, 
1 0,3725 0,375 0,477 0,415 
2 0,3725 0,375 0,402 0,400 
3 0.3725 0,366 0,358 0,400 
4 0,3725 0,360 0,313 0,401 
5 0,3725 0,352 0,224 0,302 ist 
ko 
Alle angestellten Versuche zeigen, daB das Bicarbonat hier voll- 
kommen dialysabel ist. Die Bicarbonatinnenlésungen waren durch. § als 
schnittlich um rund 8,5°%, konzentrierter als die AuBenlésungen, d.h. § vo 
das Serum. pel 
b) Phosphatkompensationsdialyse. in 
Zur Kompensationsdialyse wurde dieselbe Anordnung gebraucht wie ar| 
bei a). Als AuBenfliissigkeit diente Pferdeserum, als Innenfliissigkeit Ver. J‘ 
diinnungen eines genau analysierten Natriumphosphatpuffers von einem 
px von 7,8. Die Salzlésung wurde durch Kochsalzzusatz stets auf 0,85°, 3. 
Na-Gehalt gehalten. un 


Phosphatbestimmung. Die Phosphatanalyse erfolgte mittels der nephelo- 
metrischen Methode von Kleinmann, die eine rasche und genaue Bestimmung 
erméglichte. Die Phosphatlésungen konnten nach Verdiinnungen direkt 
mit Reagens versetzt nephelometriert werden. Im Serum war die vor La 
herige Abscheidung des anorganischen Phosphats notwendig. Hierzu Ca 
wurden 10 cem Serum mit 20 cem 25 %igem Ammoniak und einer Mischung mE 
aus 20 ccm geséttigter Ammoniumchloridlésung und 20 cem Magnesiamixtu: Se 
(Schmitz) in einem spitz auslaufenden Zentrifugenglas versetzt. Die Lésung fill 
blieb 24 Stunden im Eisschrank, wurde dann 20 Minuten lang scharf ab- Lé 
zentrifugiert, die Fliissigkeit vorsichtig mittels hakenférmiger Kappilare Se 
abgesogen, das Zentrifugat zweimal mit je 20 cem 2 bis 3°%igem Ammoniak én 
gewaschen, auf dem Wasserbad (im Zentrifugenglas) zur Trockne gebracht, . 
mit 10 cem 2 n H,SO, !/, Stunde lang im Wasserbad erwarmt, die Lésung au 
filtriert, nachgewaschen und auf 100 ccm aufgefiillt. Die Lésung ist dann nic 
zur Nephelometrie fertig, ihr Sauregehalt ist bei dem fiir die Nephelometric ph 
notwendigen Séurezusatz zu beriicksichtigen. Da die Serum-Phosphat- de 
menge bei der gewéhlten Versuchsanordnung sich kaum andert, und nicht 
geniigend Serum zur Analyse zur Verfiigung steht, wurde die Phosphat- : 
analyse im Serum auf die Ausgangslésung beschrankt und die Konzentrations- Vo 
anderungen nur an der Innenfliissigkeit verfolgt. ph 


Als Beispiel fiir die Versuche diene die Tabelle IV. gel 
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Tabelle IV. 
Phosphatkompensationsdialyse. 


Innen: Natriumphosphatpuffer, px 7,8, etwa 2,5 ccm: 0,0714 mg P,O, pro 
Kubikzentimeter. AuBen: Pferdeserum, px 7,8. Versuchsdauer 24 Stunden. 








r AuBen (Pterdeserum) / 7 Innen (Phosphatpuffer) 
Nr. vorher ae di vorher nachher 
mg P, Os in 100ccm 12 mg P2 Os in 100 cem | mg P, Os in 100com 
1 5,56 — 7,14 6,21 
2 5,56 -— 643 5,95 
3 5,56 -- 5,71 5,90 
4 5,56 -- 5,00 5,85 
5 5,56 — 4,28 5,45 


Alle angestellten Versuche zeigten, da8 das PO,-lon vollig dialysabel 
ist. Die Salzlésung war bei Gleichgewicht im Durchschnitt 7 bis 8°, 
konzentrierter als das Serum. 

Diese Kompensationsdialysen zeigen also, daB das Calcium nicht 
als kolloidales Calciumcarbonat oder Calciumphosphat im Serum 
vorhanden sein kann. Der Befund, daB die Salzlésung bei der Kom- 
pensationsdialyse um 7 bis 9°, konzentrierter ist als das Serum, steht 
in bester Ubereinstimmung mit den Befunden von Rona und Mit- 
arbeitern und ist durch den nichtlésenden EiweiBraum im Serur ver- , 
stindlich. ; 


3. Versuch iiber die Wirkung fester Phasen, wie tertidren Calcium phosphates 
und anderer als Bodenkérper auf den Calcium-, Phosphorsiure- und 
Carbonatgehalt von Serum und Ringerlésung. 


Wie in Abschnitt II 2 und 3 bereits dargestellt wurde, haben Holl, 
La Mer und Chown nachgewiesen, dab der Zusatz von festem, tertiirem 
Calciumphosphat zu sterilem Serum nach ein- bis zweiwéchigem 
Schiitteln zu einem Verlust des Serums an Calcium und Phosphorsiure 
fiihrte. Sie faBten diesen Vorgang als Animpfen einer tibersittigten 
Lésung auf und hielten ihn fiir einen Beweis der Ubersittigung des 
Serums mit Calciumphosphat. Hastings, Murray und Sendroy zeigten 
dann, da8 das Calcium hierbei nicht als Phosphat, sondern als Carbonat 
ausfallt, konnten aber die Erscheinung trotz umfangreichster Arbeiten 
nicht erklaren. Sie lehnten die Auffassung, daB Serum an Calcium. 
phosphat iibersattigt sei, ab. Klinke schloB sich dieser Ansicht an, 
da er beim Ausfrieren von Serum keine Calciumabnahme fand, wie 
bei einem Ubersittigungszustand zu erwarten wire. Er hielt den 
Vorgang des Calciumverlustes beim Schiitteln mit tertiarem Calcium. 
phosphat fiir die Absorption einer unbekannten kolloiden, negativ 
geladenen Calciumverbindung im Serum an den positiven Boden- 
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kérper, da er die Ca-Abnahme auch beim Schiitteln des Serums mit 
Al(OH),, BaSO, und Mg(NH,)PO,, nicht aber beim Schiitteln mit 
Kaolin und Kohle fand. 


Diese Erscheinung des Calciumverlustes beim Schiitteln des Serums 
mit Bodenkérpern wurde fiir wesentlich zur Erklirung der Zustands. 
form des Calciums im Serum angesehen und daher in folgenden Unter. 
suchungen verfolgt. 


Untersuchungsmethoden, 
I. Die Substanzen. 


Zur Untersuchung diente steriles Pferdeserum, das keinerlei Zusitze 
enthielt und auch nicht erwirmt worden war. 


Das Serum wurde zuerst selbst durch sterile Entnahme aus der Carotis 
vom Pferde (in der Tieraérztlichen Hochschule, Berlin) gewonnen, spite: 
wurde es durch freundliche Uberlassung von den Sachsischen Serumwerken, 
den Behringwerken und den Serumwerken der I. G.-Farbenindustrie, 
Hoechst, erhalten. 


Zu den Versuchen mit Serumsalzlésungen diente eine Salzlésung von 
der Zusammensetzung: NaHCO, 0,168 %, NaCl 0,85, Natriumphosphat- 
gemisch, pq 7,4, P,O; 0,006%, CaCl, 0,027°, = 0,01% Ca. Der genaue 
Gehalt der Lésung wurde stets durch Analyse ermittelt (s. Tabellen IX, 
X und folgende). 


Alle angewandten Chemikalien, wie Caleiumphosphat und andere, 
waren, soweit nicht anders béemerkt, reinste Praparate Kahlbaum. 


iI. Die Behandlung. 


Das Schiitteln der Lésungen mit Bodenkérper erfolgte mit einer in 
ein Wasserbad mit Thermoregulator eingebauten Schiittelapparatur von 
etwa 100 bis 120 Gesamtschwingungen in der Minute. Als GeféBe dienten 
aus Jenaer Geriteglas gefertigte Flaschen von ungeféhr 100 cem Volumen. 
Der Bodenkérper wurde stets erst allein in die Flaschen eingefiillt, die dann 
bei mdéglichst niedriger Temperatur trocken sterilisiert wurden, wenn 
Serumzusatz erfolgen sollte. Bei allen Versuchen, bei denen die Zugabe 
von Salzen als Lésung in den Versuchstabellen angegeben ist, wurde dic 
Lésung einpipettiert und vor dem Sterilisieren auf dem Wasserbad zu 
Trockne gebracht. Versuche mit Ringerlésung wurden nicht steril behandelt. 


Die Zugabe des Serums geschah unter sorgfaltiger Beachtung de: 
Sterilitaét. Die Flaschen wurden mit sterilen Gummistopfen verschlossen 
und paraffiniert. Das Schiitteln erfolgte bei 37°C. Dagegen war die Weiter- 
verarbeitung schon durch die Notwendigkeit langeren Zentrifugierens nu: 
bei Zimmertemperatur méglich. Deshalb erfolgte auch die elektrometrische 
pu-Bestimmung im Gegensatz zu Hastings, Murray und Sendroy bei Zimmer- 
temperatur. Abweichend von deren Arbeitsweise wurde das Serum beim 
Schiitteln auch nicht mit Paraffin iiberschichtet. Das Fortlassen des 
Paraffins erfolgte, einmal, um Emulsionsbildungen zu vermeiden wn 
weiter, um die eventuellen CO,-Entwicklungen bei den Reaktionen zu 
Ende laufen zu lassen. Vor allem aber sichert die Paraffinschicht be 
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starker CO,-Entwicklung keineswegs den CO,-Gehalt der Fliissigkeit, 
sondern wird durchbrochen. 

Da die Versuche mit Bodenkérper stets im Vergleich mit Versuchen 
ohne Bodenk6rper angestellt wurden, erméglichen sie auch ohne Fernhaltung 
der Luft relative CO,-Messungen. Die Anderungen des CO,-Gehalts in 
den Lésungen sind fiir die Richtung der Reaktion durchaus beweisend. 
Doch stellen diese CO,-Analysen kein exaktes MaB8 fiir stéchiometrische 
Loslichkeitsberechnungen dar. 

Die zu untersuchenden Lésungen wurden vor dem Schiitteln steril 
zentrifugiert. Nach dem Schiitteln wurde der Bodenkérper durch geniigend 
langes Zentrifugieren von den Lésungen getrennt. Es gelang stets — bis 
auf die Versuche, bei denen Bodenkérpermengen von 1 g und mehr vor- 
handen waren — v6llig klare Lésungen zu erhalten. Abweichungen, die 
vorkamen, sind bei den Versuchen besonders vermerkt. Das sterile Ver- 
bleiben des Serums wurde in Stichproben bakteriologisch gepriift. 


III. Analysen. 
a) Ca-Analysen. 


Die Calciumanalysen im Serum erfolgten vorwiegend mittels direkter 
Fallung nach de Waard oder nach Veraschung. Die Analyse von Kalk- 
aschenlésungen sowie iiberhaupt von anorganischen Kalksalzlésungen 
erfolgte nach der wie folgt etwas umgeformten de Waardschen Methode. 
Dieselbe gibt in der hier gegebenen Ausarbeitung bei genauester Beachtung 
der Vorschriften gute Resultate. 

Die salzsaure Lésung der Asche odyr die zur Analyse angewandte 
Kalksalzlésung wird in einem spitzen Zentrifugenglas mit Aqua dest. auf 
ein Volumen von 5 ccm gebracht. Unter Einstellen in ein Wassérbad von 
60 bis 70°C werden 1 Tropfen Methylorange und 2 ccm geséttigter Oxal- 
siurelésung hinzugegeben; Neutralisation mit 25°%igem Ammoniak, An- 
siuern mit Eisessig bis zur schwachen Rotféirbung, Zugabe von 6 ccm 
gesittigter Ammoniumoxalatlésung, 10 Minuten langes Stehen im Wasserbad 
und abkiihlen lassen. Der Niederschlag wird dann abzentrifugiert und 
zweimal mit je etwa 4ccm leicht ammoniakalischen Wassers unter Auf- 
rihren mit Glasstab gewaschen. Das Zentrifugat wird mit 0,3 ccm kon- 
zentrierter H, SO, 1: 2 verdiinnt, gelést und mit n/100 Kaliumpermanganat 
bei etwa 50° titriert. 

Der durchschnittliche Fehler dieser Methode ist ebenso wie bei der 
direkten Fallung nach de Waard +:0,005mg Ca. Die Methode umfaBbt 
GréBen von 0,5 mg Ca bis zum Eigenfehler der Methode abwarts. 


b) Phosphatbestimmungen. 


Die Phosphatbestimmung in Salzlésungen erfolgte stets nach der 
nephelometrischen Methode nach Kleinmann. Die Phosphatbestimmung 
im Serum wurde nach Fallung des anorganischen Phosphats als Magnesium- 
Ammoniumphosphat, wie unter IV, 2. b) beschrieben, vorgenommen. 
Dieses Vorgehen verhinderte mit Sicherheit die Abspaltung und Erfassung 
des séureléslichen Phosphors durch saure EnteiweiBungsmittel. Anderer- 
seits bedingte die Methode eine gewisse Unsicherheit durch Verluste an 
Ammonium-Magnesiumphosphat bei sorgfaltigem Waschen oder durch 
Stérung der Nephelometrie durch Anwesenheit von Eiwei8 bei ungeniigendem 
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Waschen. Es wurden daher die Versuche, bei denen die sichere Feststellung 
einer geringen Phosphatabnahme von grundlegender Bedeutung war, auch 
nach der Methode von Fiske und Subbarow in der von Lohmann und Jen. 
drassik abgeinderten Form angewandt. Beide Methoden fiihrten zu den. 
selben Ergebnissen. 
ce) CO,-Bestimmung. 

Die CO,-Bestimmungen erfolgten wie unter IV, 2. a) beschrieben gas- 

analytisch mit der modifizierten Haldaneapparatur. 


d) px-Bestimmungen. 


Die pu-Bestimmungen erfolgten elektrometrisch mit U-Elektroden mit 
stehender Wasserstoffblase. Zur Ersparung von Serum wurden zum Teil 
die in der II. Mitteilung beschriebenen Mikro-U-Elektroden verwandt.. 


e) Die Berechnung. 


Die Berechnung der Analysen erfolgte zunéchst in Milligrammen pro 
100 cem. Dieselben wurden dann in Mole pro 1 kg H,O umgerechnet, wobei 
als Durchschnittswert fiir den Wassergehalt des Serums 930 g in 1000 ccm 
eingesetzt wurde. Die Berechnung der PO" bzw. CO{-Ionen bei der 
gemessenen Aziditét erfolgte nach den unter II, 2. gegebenen Formeln. 
Die Léslichkeitsprodukte bzw. Ionenprodukte wurden als negativer Loga- 
rithmus ,,pKep“ ausgedriickt. 

Zunichst wurden die Angaben von Holt, La Mer und Chown dadurch 
gepriift, daB Serum mit Calciumphosphat als Bodenkérper, im Vergleich 

it solchem das Glaspulver, CaCO, oder gar keinen «Bodenkérper 
enthielt, 1 und 2 Wochen lang geschiittelt wurde. Von den steril ge- 
bliebenen Versuchen werden zwei durch die Tabellen V und VI 
wiedergegeben. 

Die Versuche zeigen, daB nur Ca,(PO,), als Bodenkérper einen 
Calciumverlust des Serums bewirkt. Es entsteht auch eine Phosphat- 
abnahme. Das Léslichkeitsprodukt pXKspCa,(PO,), ging von 22.23 
auf 23,66 (Versuch Tabelle VII) oder von 22,37 auf 23,53 zuriick (Versuch 
Tabelle VIII). Doch kann die Ausfallung des Calciums nicht allein als 
Calciumphosphat erfolgt sein, da in Versuch Tabelle VII einer Calcium. 
abnahme von 1,09.10~* Mol ein P-Verlust von 2,36 .10~* Mol, in 
Versuch Tabelle VIII ein Calciumverlust von 0,72 . 10~* Mol und ein 
P-Verlust von 2,42 . 10~* Mol gegeniibersteht. 

Der niachste Versuch priift den EinfluB der Bodenkérpermenge 
sowie der Schiittelzeit auf die Calcitumabnahme. In Versuch Tabelle V1 1a 
wird die Menge tertiiren Calciumphosphats als Bodenkérper zwischen 
5 und 500 mg bei 5cem Serum variiert. Versuch Tabelle VIIb priift 
die Calciumabnahme bei gleichbleibender Menge Bodenkérper bei 
24 und 48 Stunden. 

Die Tabelle Vila ergibt das wichtige Resultat, da der Calcium- 
verlust des Serums von der Menge des angewandten Bodenkérpers 





Tabelle V. 
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abhangt. Es kann sich also bei dem Vorgang keinesfalls um das einfache 
Animpfen einer tibersittigten Lisung handeln, da fiir dieses ja die 
Menge der Impfkristalle gleichgiltig ist. Des weiteren werden durch 
diesen Befund alle Angaben und Schliisse in den Arbeiten von Holt, 
La Mer und Chown, besonders aber von Hastings, Murray und Sendroy 
unbeweisend, da in diesen Arbeiten niemals auf die Menge des an- 
gewandten Bodenkérpers Riicksicht genommen wurde und nie eine 
diesbeziigliche Mengenangabe gemacht ist. 


Die Tabelle VIIb zeigt, daB der Calciumverlust schon nach 
24 Stunden nicht weiter zunimmt. Es ist daher nicht nétig, die Ver- 
suche so lange auszudehnen, wie es Holt, La Mer und Chown getan 
haben, was groBe Schwierigkeiten fiir die Erhaltung der Sterilitaét mit 
sich bringt, sondern es geniigt, so wie es auch Hastings, Murray und 
Sendroy getan haben, kiirzere Zeit zu schiitteln. Fast alle folgenden 
Versuche sind daher nur 24 Stunden geschiittelt. 


Der folgende Versuch wiederholt die Tabellen VII und VIII bei 
einer Schiittelzeit von 48 Stunden. 


Das Ergebnis ist das gleiche. Es entsteht ein Calciumverlust im 
Serum von 0,78.10~% Mol, dem ein P-Verlust von 1,53 . 10~* Mol 
gegeniibersteht. pXKspCa,(PO,), geht von 20,74 auf 21,81 zuriick. 


Da die Phosphatabnahme nicht zur Erklirung der Calcitumabnahme 
ausreicht, wurde nunmehr der CO,-Gehalt der mit Bodenkérper in 
Beriihrung befindlichen Fliissigkeiten verfolgt. Es wurde zunichst 
gepriift, ob eine Wirkung von Calciumphosphat auf den CO,-Gehalt 
an Ringerlésung feststellbar ist. 


Tabelle IX zeigt, daB Calciumphosphat auch in Ringerlésung 
eine Abnahme des Calciumgehalts sowie eine starke Abnahme des 
CO,-Gehalts bewirkt. Und zwar geht die GréBe dieser Abnahme, die 
sich in dem Falle von pKspCaCQO, von 5,92 auf 7,29 ausdriickt, Hand 
in Hand mit der Menge des angewandten Bodenkérpers. 


Dieser Versuch beweist zunichst wieder, dab kein einfaches An- 
impfen der Grund fiir die Calciumabnahme ist, sondern eine Reaktion, 
an der der Bodenkérper beteiligt ist. Des weiteren zeigt er, daB die 
Abnahme des Calciums gleichzeitig mit der Abnahme des Kohlensaure- 
gehalts erfolgt. Und drittens geht aus dem Versuch Tabelle LX hervor, 
daB auch Calcium im Serum nicht etwa durch Absorption einer un- 
bekannten Komplexsalzverbindung des Calciums ausfallt, sondern 
daB einfache anorganische Umsetzungen vorliegen miissen, da auch 
Ringerlésung die gleiche Erscheinung bietet wie Serum. Dieses Ver- 
halten der Ringerlésung erleichterte sehr die folgenden Arbeiten, da 
es méglich war, die durch den EiweiBgehalt des Serums verzégerten 

Biochemische Zeitschrift Band 196 9 

















a aj,  EllcCitCr,.mhmCO—/!? — a tf | _ = “~ = a 
se MR ADE RSSRE Ra SeSASBesesasesoS Axz 84 ESE BS 
cod  OLTe = 19°92 G61 0°98 1e'T 0¢°6 gL'9 46G V6 FHL - e ne g 
reL 68S ORE m0 | Ve | HZ SrOF Oks | (ORO oT lze'z "oad *eg « 0002 rs s t 
pHL | 186% | 9e'¢ 160 | OOF oc% | oHOF |) O's | cuzin | IT ne odo “oe Nak “ € 
‘ » « ~~ =. « 
S0'8 oo OFF 60 | TIF gt 8946 L9OD UBF'L Oa) *BD * COT Sp rd 
Ore sre B96T §=T | O09 «OTS LEFT e'uT 060 80 962 *’Od) 8p Aw Og Q ‘“Bsposury 
& wogg | | 
lg 07H 34 O*H38y 42001 O Hy O°H8X was 07H By | ate | 
"09% (ou OL jou ijom |“! O09 | jor: jou OL jouw ‘oe Ol jou = Hd adioyu uesBunipusyog =, 
dey ‘| dene [809] ts | vemeser) [toa] } to fa | e ‘. t | a. sadigyuapoy pun yeiysqng | N 
| “('Od) *B) UoA (Bur g90Z 81q Oz) 
§ WeSueW Uoegors usporyossca yur Up WNYoS Uleq Zunsojsesunyy uoa SHPY) “LOO pun -'Og ‘89 sep Sunsepuy 
. ‘X Mew 
id 
nn 10'¢ or'0 o8'6I ret LT 892 |/"’Oa) "89 * oog ey . t 
LL'9 9€°6 08'0 FOS oF 8'T es'z "Od "90 “og || EF , | 8 
6F'9 Lee OFT 919 | Of r0 LI'8 Od) ep Bug 6 FF aa 
26'¢ aT¢ L0% 016 o¥'8% ¥6 088 | _ 38 Bunsoposury | 
| fo W100 ¢ | T 
== = ——== es === 
O*H 84 O *H fy | O*y 84 } } 
fo9%m | —. : 99 OO ~ H WI99 OOL Ur || qaes8unypu ? 
Ve | [809] gg Eg | *OO;}uT¥895 a w) fu Hd sadigyuapog | pea ween IN 





‘Bunsgpiesunyy uoa WeYP-*OD uep me sedigyuepog spe *("G 7) ey uoZuey_ JeueperyosoA guyuig 


‘XI MW] 


130 





wy 4 


6 


“1,70 


40,01 


wo 





Kalkablagerung in tierischen Geweben. I. 131 


und zum Teil verdeckten Reaktionen an dem einfachen System der 
tingerlésung darzustellen. 

Der niichste Versuch priift die Anderung von Ca’, PO; und CO® in 
Ringerlésung bei Behandlung mit wechselnder Menge Ca,(PO,), als 
Bodenkérper. 

Tabelle X zeigt, daB bei steigenden Mengen Bodenkérper (20 bis 
2000 mg) Calcium aus der Ringerlésung verschwindet. Und zwar ist 
dieser Verlust schon bei 20 mg Bodenkérper maximal. DaB der Calcium- 
verlust bei den gréBten Bodenkérpermengen scheinbar etwas geringer 
wird, liegt daran, daB bei diesen Mengen der Bodenkérper nicht quan- 
titativ abzentrifugiert werden konnte. Parallel mit der Calcitumabnahme 
geht eine CO,-Abnahme. Dagegen zeigen die P-Werte umgekehrt 
wie die Ca- und CO,-Werte ein Ansteigen. Die Werte von pK s pCa,(PO,), 
gehen von 21,70 bis auf 24,65 zuriick und auch die Werte von 
pKspCaCoO, fallen von 6,22 auf 8,05. 


Dieser Versuch beweist, daB beim Schiitteln der Ringerlésung mit 
tertiirem Calciumphosphat eine Umsetzung der Anionen vor sich geht, 
derart, daB CO (daB es nicht HCO) sein kann, geht aus der unten 
beschriebenen Aziditatssteigerung der Fliissigkeit hervor) aus der 
Liésung heraus-, PO,’ dagegen hineingeht. Dieses Ansteigen von PO,” 
erklart ohne weiteres das Fallen des Calciumgehaltes, da in einer ge- 
sittigten Lésung mit gleichbleibendem Léslichkeitsprodukt — und 
dasselbe wird ja im Verlauf des Vorganges noch geringer —; das An- 
steigen des einen Faktors die Abnahme des anderen Faktors bedingt. 
Mit anderen Worten, die Ringerlésung muB sich mit dem Bodenkérper 
umsetzen, derart, daB PO," frei wird und das Calcium als Calcium- 
phosphat ausfallt. Es fragt sich, wie ein solcher Umsatz denkbar ist, 
bei dem sich ein fester Bodenkérper scheinbar selbst vermehrt. Ein 
Umsatz des Bicarbonats mit dem Calciumphosphat kénnte nach der 
Gleichung erfolgen: 

3 NaHCO, + Ca,(PO,), = 3 CaCO, + Na,HPO,-+ NaH, PO,. 
Das entstehende primire Phosphat wird dann wieder auf ein Molekiil 
Natriumbicarbonat wirken 


NaHCO, + NaH,PO, = Na,HPO, + H,0 + CO,, 


so daB sich fiir den Gesamtvorgang 
4 NaHCO, + Ca,(PO,), = 3 CaCO, + 2 Na, HPO, + H,O + CO, 
ergibe. Der Vorgang miiBte unter Freiwerden von CO, und somit 
unter Anwachsen der H-Ionenkonzentration verlaufen. 
Beide Folgerungen werden tatsichlich durch die Beobachtung 
bestatigt. Die CO,-Abnahme ist gréBer als sie gemiB dem stichio- 
g* 
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metrischen Verhaltnis Ca: CO, sein kénnte. Gelegentlich wurde sogar 
bei Anwendung grober Bodenkérpermengen ein Herausdriicken der 
Stopfen aus den VersuchsgefaBen waihrend des Versuches beobachtet 


Des weiteren zeigen die Versuche stets, daB die Lésungen — Serum 
wie Ringerlésung — bei dem Vorgang des Calciumverlustes saurer werden 


Fragt man nun, wie eine solche Reaktion méglich ist, so mut 
man zunichst davon ausgehen, daB Ringerlésung oder Serum Systeme 
darstellen, die gemaB ihrer Ionenverhaltnisse in einem verhaltnismabBiy 
bestiindigen Gleichgewicht sind. Hierbei ist es gleich, ob wir die 
Lésungen hinsichtlich des Calciumphosphats als ungesittigt oder 
iibersittigt ansehen. Eine Wirkung des zugesetzten Bodenkérpers 
derart, daB er durch Zufiihrung von Ionen das bestehende Gleich- 
gewicht in der Lésung stért, wire einmal dadurch méglich, daB die 
Lésung noch nicht mit den Ionen des Bodenkérpers gesittigt ist und 
sich dieser beim Zusatz in geringer Menge in der Fliissigkeit noch lést 
Dieser Vorgang wiirde aber sofort in dem Augenblick zum Stillstand 
kommen, in dem die Lésung mit dem Bodenkérper gesittigt ist. Die 
Anderung der Menge des Bodenkéry. : kénnte dann keinen Einflul 
auf die UmsatzgréBe mehr ausiiben. Die beobachteten Umsetzungen 
erfolgten aber in einer mit dem Bodenkérper gesittigten Lésung. 


Ein Austausch von Ionen mit einem festen Bodenkérper ist nun 
bekannt als Erscheinung der sogenannten ,,Austauschabsorption™’ (Rona 
und Michaelis). Es sind eine ganze Reihe von Beispielen z. B. in der 
Kapillarchemie von Freundlich dargestellt, denen ahnliche Vorginge 
zugrunde liegen. Es ist daher nicht nur naheliegend, sondern, wie ich 
glaube, die einzige Erklirung fiir die Umsetzung, daB der feste Boden- 
kérper Calciumphosphat auf dem Wege der Austauschabsorption 
Carbonationen aufnimmt und Phosphationen abgibt. Dem Vorgang 
folgen dann sekundir H-lonenzunahme bzw. ein CO,-Verlust, sowie 
Ausfallung des Calciums als Calciumphosphat. Im Bodenkérper liegt 
dann eine Mischung von Calciumphosphat mit dem durch die Aus- 
tauschabsorption gebildeten Carbonat vor. DaB das gebildete CaCO, 
sich nicht wieder lést, kénnte unter anderem mit einem Ubersiattigungs- 
zustand der Fliissigkeit vor der Umsetzung an CaCO, zusammenhingen. 


Dieser Vorgang miiBte einem stetigen Anwachsen des PO, - 
Gehaltes (und des Gesamt-P) entsprechen, da ja Ca” nur deshalb ab- 
nimmt, weil PO’ wichst, das Produkt — Ca,(PO,), — aber konstant 
bleiben mu8. Wir diirften nach dieser Vorstellung nur einen Verlust 


an Calcium und Carbonat in der Lésung erwarten, wihrend PO{’, wie 


gesagt, anwachsen muB. In den Versuchen von Holt, La Mer und 
Chown sowie in den Versuchen der Tabellen V, VI und VIII fanden wir 
aber nun eine Abnahme von PO;’, wenn sie auch nicht geniigte. 
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die Caleiumfallung allein stéchiometrisch zu erkliren. Zur Er- 
klarung dieses Vorganges dient Versuch Tabelle XI, der dem Versuch 
Tabelle X gleicht, bis auf die Tatsache, daB statt 20 bis 2000 mg 
Caleiumphosphat 1 bis 20 mg Calciumphosphat als Bodenkérper ver- 
wandt wurden. 

Die Tabelle zeigt, daB Calcium zunehmend mit der Menge des 
Bodenkérpers aus der Lésung herausgeht. Ebenso wichst zunehmend 
der CO,-Verlust. Die Phosphatmenge von 9,57 . 10~* Mol geht aber 
zunachst beim Animpfen mit | mg Calciumphosphat auf 3,38 . 10~* Mol 
herunter, um dann mit zunehmender Menge Bodenkérper anzusteigen 
und bei 20mg Bodenkérper mit 15,77 .10~* Mol die urspriingliche 
Menge P,O, zu iibersteigen. Es erfolgt also zunichst beim Animpfen 
mit kleinen Bodenkérpermengen eine deutliche Ausfillung von Calcium- 
phosphat, neben der dann die geschilderten Umsetzungen einhergehen. 
Der P-Verlust in Nr. 1 von 6,19 .10~* Mol entspricht sehr gut dem 
Caleiumverlust von 1,22 . 10~*% Mol P, der stéchiometrisch einen Verlust 
von 8,12.10~*Mol beim Ausfallen als tertiires Calciumphosphat 
bedingen wiirde. Hieraus foly...,daB zuerst beim Zusatz des Boden- 
kérpers, entsprechend dem Animpfen einer iibersiattigten Lésung, eine 
Ausfaillung von Calciumphosphat erfolgt, worauf dann die geschilderten 
Umsetzungen zwischen Bodenkérper und Lésung erfolgen. Dies wird 
auch dadurth bestatigt, daB das Léslichkeitsprodukt von pAspCa,(PO,), 
zunachst beim Animpfen mit 1 mg Bodenkérper von 21,69 auf 23,80 
heruntergeht, um dann trotz zunehmender Kalkabnahme praktisch 
konstant zu bleiben. 

Zusammenfassend ist also zu sagen, dap die Wirkung des Boden- 
kérpers in Ringerlosung auf einem Animpfen einer iibersdttigten Calcium- 
phosphatlésung beruht. Das iibersittigte Calciumphosphat fillt aus. 
Auferdem erjolgt aber eine Umsetzung der Lésung mit dem Bodenkérper 
derart, dag durch Austauschabsorption CO’, in den Bodenkérper hinein, 
PO,’ in Lésung geht und infolgedessen durch Uberschreitung des Léslich- 
keits produktes in Gegenwart des Ubersdttigung verhindernden Bodenkér pers 
es zu einem weiteren Ausfallen von Calcium als Calciumphosphat kommt. 

Zur Untersuchung, ob eine gleiche Ubersittigungserscheinung 
auch im Serum vorhanden ist, dienen die folgenden Versuche. 

Die Tabellen XII, XIII, XIV, XV und XVI zeigen zunachst 
Untersuchungen an Ringerlésung und Serum iiber die Frage, durch 
welche Bedingungen, auBer Zusatz von tertiirem Calciumphosphat, ein 
Ausfallen von Calcium erzielt werden kann und ob tatsichlich die 
Erhéhung des Calcium- oder Phosphationengehaltes ein Ausfallen von 
Calciumphosphat im Sinne der obigen Erklirung bedingt. 

Tabelle XII zeigt, daB eine wesentliche Erhéhung des Natrium- 
bicarbonatgehaltes der Ringerlésung eine Abnahme des Calciums bedingt. 
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Tabelle XIII. 


Zusatz von Ca’, PO? oder NaCl zu Serum. 


Ca Ca 
in 180 com in 100 com 











Substrat und 
Ne. Bchendienapest Zusetz PH vor dem nach dem 
Schuttein Schitteln 
1 5cem steriles 
Serum > — 7,97 11,0 11,9 
2 . = | 0,125ccm Phosphatpuffer 
- etwa 0,5 mg P, O, 8,16 11,0 9,2 
3 a x 0,25 cem Phosphatpuffer 
- = etwa 1 mg P, 0; 7,97 11,0 7,1 
4 " Rn 0,5 com Phosphatpuffer 
x etwa 2mg P, O; 8,12 11.0 6,8 
5 - + 0,25 eem Ca Cl,-Lisung 
g = 0,235 mg Ca 8,89 15,7 11,9 
6 ® 3s 1,0 cem Ca Clg-Lésung 
= = 0,94 mg Ca 8,63 30,9 22,55 
7 ‘a F 0.5 g NaCl 8,06 11,0 11,0 
8 ‘s 1,25, NaCl 8,15 11,0 11,2 
Tabelle XIV. 
Zusatz von Ca” oder PO?’ zu Serum. 
‘ | Ca mg Ce 
Nr Substrat und Basse | in 100 ccm in 100 com 
— Behandlungsart Pu vor dem / nach dem 


i Schiitteln Schiitteln 





1 Seem Pferde- 

serum 2 — 8,20 136 | 13,6 
2 10cem Pferde- $5 0,5 cem Ca Cly-Losung 

serum =. (0,9405 mg Ca/eem) 8,07 18,3 15,6 
3 | Dasselbe s* 10 ccm CaCly-Lisung | 8,20! 1076 | 238 
4 | 5eem Pferde- 25 

I serum x 0,1 mg P, 0; 8,40 13,6 11,6 

5 '  Dasselbe 10, P,O; 8,32 13,6 10,8 


Die Tabellen XIII und XIV zeigen die Wirkung von Ca- und 
PO,-lonenzusatz zum Serum. Calcium wurde als Calciumchlorid, das 
durch NaOH auf den px des Serums gebracht war, PO{" als Natrium- 
phosphatpuffer von dem py des Serums zugesetzt. Die Tabellen zeigen, 
daB ein Zusatz von Calcium von rund etwa 50% des Gesamtserum- 
kalkgehaltes an ein Ausfallen von Ca’ verursacht. Doch ist die Wirkung 
des Calciumzusatzes zum Serum nicht gleichmaBig und bei geringen 
Caleciummengen nicht stets sicher erzielbar. Es scheint, als ob das 
zugesetzte Calcium nicht allein den Calciumionengehalt des Serums 
erhéht, sondern zum Teil an EiweiB gebunden wird. Dagegen wirkt 
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der Zusatz von P,O,; auch in kleinen Mengen (0,02 mg P,O,/ccm Serum) 
stets deutlich und eindeutig im Sinne einer Kalkabnahme im Serum. 

Tabelle XV zeigt, daB das zu Ringerlésung zugesetzte Calcium 
zunichst vdéllig alles Phosphat und weiter auch Carbonat ausfillt. 
Zugesetztes Phosphat fallt das Calcium als Caleciumphosphat aus. Die 
Wirkung gleicher Mengen Ca” und PO/' auf Serum war nicht deutlich, 
das EiweiB des Serums wirkt stets abschwichend auf die Fillungs- 
erscheinung. 

Tabelle XVI zeigt, daB zu Serum zugesetztes Calcium als Phosphat 
ausfallt und ebenso zugesetztes Natriumphosphat das Calcium als 
Caleiumphosphat fallt. Ein gleiches gilt fiir Ringerlésung. Doch finden 
wir hier auch einen Carbonatverlust wohl durch das Schiitteln. Die 
Wirkung von Natronlauge und Kalkwasser ist beim Serum nicht véllig 
eindeutig, da beide Zusitze eine starke Zunahme des Carbonats (durch 
Bindung von CO, aus der Luft) bedingen. Bei Ringerlésungen ist es 
deutlich, daB Calcium bei Verschiebung der Reaktion nach der alkali- 
schen Seite als Phosphat ausfillt. 

Zusammenfassend l4Bt sich sagen, daB Erhéhung des Calcium- 
oder Phosphationengehaltes in Serum und Ringerlésung zu einer 
Ausfillung des Calciums als Calciumphosphat fiihren, womit die Wirkung 
der aus dem Bodenkérper stammenden PO{’-Erhéhung in den voran- 
gehenden Versuchen erwiesen ist. ’ 

In den Versuchen Tabellen XVII und XVIII wird nun die Frage 
der Ubersittigung des Serums an Calciumphosphat gepriift. 

Tabelle XVII zeigt die Wirkung von 20 bis 5000 mg Ca als Boden- 
kérper auf 25cem Serum. Mit steigender Bodenkérpermenge nimmt 
der Caleciumgehalt ab, ebenso der CO,-Gehalt. Bis zu 100 mg Boden- 
kérper sinkt deutlich, wenn auch nur wenig, der Phosphatgehalt. 
Dann steigt er mit steigender Bodenkérpermenge an. Dieser Knick in 
der Kurve der Phosphatzunahme, die ja eine stetige sein miiBte, weist 
auf das Ausfiillen iibersittigten Calciumphosphats. Hiermit stimmt 
iiberein, daB pKspCa,(PO,), von 21,6 auf etwa 22,5 sinkt und 
konstant bleibt. Das Ansteigen in Nr. 4 ist bedingt durch ein nicht 
véllig gelungenes Abzentrifugieren der groBen Bodenkérpermenge. 

Tabelle XVIII zeigt einen gleichen Versuch mit einer Boden- 
kérpermenge zwischen 5 und 500 mg. Auch hier finden wir eine deutliche 
Abnahme der Phosphatmenge bei 50mg Bodenkérper und damit, 
wie bei der Ringerlésung, den Beweis fiir den Ubersattigungszustand. 
Es ist interessant, daB 5 mg Bodenkérper, die ja als Keim geniigen 
miiBten, keine Wirkung ausiiben. Dies wire verstindlich, wenn 
man annimmt, daB zum Animpfen eine geniigend grobe Menge PO,- 
lonen aus dem Bodenkérper in Lésung gegangen sein mu und Calcium 
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ausgefallt hat, und daB dieses aus dem Serum ausfallende Calcium- 
phosphat erst als Keim fiir die Animpfung wirkt. Es miiBte das frisch 
ausfallende Calciumphosphat also eine andere Kristallform haben als 
das beim Sterilisieren erhitzte zugesetzte tertiire Calciumphosphat. 
(Bei nicht erhitztem tertiairen Ca,PO,, wie in den Versuchen mit 
Ringerlésung, wirken bei diesen schon die kleinsten Mengen deutlich 
als Keime.) Dieser Punkt bedarf noch weiterer Bearbeitung, die 
spaterhin erfolgen wird. 


Auch bei diesem Versuch sehen wir die Abnahme des Léslichkeits- 
produktes. Da die Tatsache der anfanglichen Abnahme des P O,-Gehalts 
als Beweis fiir den Ubersittigungszustand angesehen wird, wurden die 
Phosphatbestimmungen mit mehreren Methoden ausgefiihrt, die das 
gleiche Ergebnis hatten. 


SchlieBlich folgen noch einige Versuche, die den Zweck haben, 
die Angaben von Klinke zu widerlegen, der behauptete, daB die Calcium- 
abnahme als Absorption einer unbekannten kolloidalen, komplexen 
Caleiumverbindung im Serum durch den Bodenkérper zu erkliren ist. 
Diese Angabe ist ja schon durch die Wirkung des Calciumphosphats 
als Bodenkérper auf Ringerlésung widerlegt. 


Die Angabe von Klinke, daB zugesetztes Calciumchlorid im Gegen- 
satz zum Serumcalcium nicht durch den Bodenkérper zum Ausfailen 
gebracht wird, wird durch Tabelle XIX widerlegt, die zeigt, daB zu- 
gesetztes Calciumchlorid sehr wohl ausfallt, wenn nur die Bodenkérper- 
menge groB genug ist. 

Tabelle XX zeigt, daB sekundires Calciumphosphat als Boden- 
kérper wirkungslos ist. 

Tabelle XXI bestatigt den Versuch von Alinke, daB ein Aus- 
frieren von Serum in Ather-Kohlensiureschneemischung mit nach- 
folgendem Zentrifugieren den Calciumgehalt von Serum nicht andert. 
Dieser Versuch kann aber als Gegenbeweis gegen den in den voran- 
gehenden Versuchen wahrscheinlich gemachten Ubersattigungszustand 
an Calciumphosphat nicht anerkannt werden, da nicht zu durchschauen 
ist, in welcher Art und Zustandsform das Calciumphosphat in dem 
eiweiBhaltigen Serum ausfriert. Es ist durchaus méglich, daB es durch 
die Wirkung des EiweiBes nicht zur Bildung von kristallinem Calcium- 
phosphat kommt. 


Tabelle XXII zeigt schlieBlich die Wirkung von Aluminium. 
hydroxyd und Bariumsulfat als Bodenkérper. 


Sowohl Aluminiumhydroxyd wie Bariumsulfat bewirken in Ringer- 
lésung eine Calciumabnahme. In Serum war — vielleicht wegen zu 
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Tabelle XXI. 


Versuch iiber Ausfrieren von Serum. 





| mg Ca 
Nr Substrat Pa Behandlungsart in 
100 ccm 
1 Steril. 
Pferdeserum 7,74 — 10.8 
2 s 7,94 In Ather-Kohlensaure-Schnee 1 Std. gefroren, 
1 Std. zentrifugiert und 24 Std. im Kisschrank 10,3 
3 " 7,94 Versuch Nr.2 24 Std. bei 37°C geschiittelt, 
72 Std. im Eisschrank, 1 Std. zentrifugiert 10,8 
4 “ 7,94 Dasselbe 10,95 


Tatelle XXII. 


Wirkung von Al(OH), und PaSO, als Bodenkérper auf Ringerlésung 
und Serum. 





Vor dem Schiitteln || Nach dem Schiitteln 











i] 
Nr. a. Zusatz Pu ee me Ps Os || angie mg Pe O; 
100 com 100 ccm | 100 com 100 com 
1 20 cem 
Ringerlsg. 2 Al (OH), 8,32 8,15 6,75 4.6 2.5 
2 . SS] 2mg BasO, 8.0% 815 6,75 Q7 1.5 
3 » 33 — 8,20 815 6,75 15; 6,75 
4 20cemsteril. 3. 
Pferdeserum 35] 20mg BaSO, — = 11,5 — 10,85 - 
5 a rt Al(OH); — | 115 — 11,4 — 
e oo 7.77 11,5 — 156i — 





kleiner Mengen — eine Wirkung nicht sichtbar. Diese Erscheinung 
laBt sich durch die Annahme erklaren, daB sich schwerlisliches Alumi- 
nium und Bariumphosphat bildet, das von gleicher Kristallstruktur 
wie Calciumphosphat als Keim das Ausfallen des tibersittigten Calcium- 
phosphats veranlaBt. Bei der Wirkung dieser Bodenkérper im Serum 
muB8 auch darauf hingewiesen werden, daB sie Calcium aus seiner 
tiweiBverbindung verdrangen und somit eine Calciumionenzunahme 
bewirken. Die Ergebnisse bieten also keinen Grund, die angegebenen 
Erklarungen dieser Vorgiinge zu verlassen. 

Betrachten wir das Ergebnis dieser Versuche zusammenfassend, 
so sollen die bei den einzelnen Versuchen gegebenen Folgerungen nicht 
wiederholt werden. Doch sei betont, daB alle Versuche zeigen, da 
das Einbringen von tertiarem Calciumphosphat in Serum oder Ringer- 
lésung ein Ausfallen des gelésten Calciums bis zum vélligen Verschwinden 
desselben als Phosphat und Carbonat bewirkt. Diese Erscheinung 





142 H. Kleinmann: 


macht es auBerordentlich wahrscheinlich, daB alle Kalkablagerungen 
in Geweben urspriinglich aus Kristallkeimen hervorgegangen sind 
Erganzt sich die Lésung, aus der das Calcium ausgefallen ist, bzw. gibt 
sie ihren tiberschiissigen Phosphatgehalt wieder ab, nimmt sie also 
ihre urspriingliche Zusammensetzung wieder an, wie das bei der Gewels. 
fliissigkeit nekrotischer Gewebe der Fall sein muB, da sie mit dem 
Gesamtserum im osmotischen Ausgleich steht, so muB der Vorgang cer 
Kalkausfallung stetig zunehmen. 


Hiermit ist ein Modell gegeben, daB8 das Wachstum einer Kalk. 
ablagerung ohne Riicksicht auf die Menge der das Geriist bildenden 
Gewebssubstanz erklirt und das zum ersten Male durch den Versuch 
zeigt, daB die Ablagerung als Phosphat und Carbonat gemeinsam auf. 
treten muB. 

Zusammenfassung. 


Als Ergebnis der bisherigen Arbeiten tiber die Zustandsform ces 
Calciums in Geweben und Gewebssiiften wird festgestellt, daB das 
Calcium als lon in gesittigter und tibersattigter Form, als Komplexsalz. 
als Kolloid und als EiweiBverbindung vorhanden sein kann. Zur Priifung 
der Frage, warum Knorpel bzw. Bindegewebe ein starkeres Bindungs- 
vermégen fiir Calcium haben als andere Gewebsarten wurde versucht. 
die relative Lage der isoelektrischen Bereiche verschiedener Gewebs- 
eiweiBe zu bestimmen. Das Anionen- und Kationenbindungsvermégen 
wird bei variierter Aziditat gepriift. Versuche mittels Kataphorese 
werden angestellt. Es ergibt sich, daB Knorpel eine deutlich starker 
saure Natur hat als Eiwei®kérper aus Muskulatur und Organen. Knorpe! 
hat daher ein stirkeres Bindungsvermégen fiir Calcium als andere 
Gewebsarten. 


Um das Vorhandensein einer kolloidalen Calciumphosphat- oder 
Calciumcarbonatverbindung festzustellen, werden Kompensations- 
dialysen von Serum gegen Bicarbonat- und Phosphatlésung angestellt. 
Es ergab sich véllige Dialysibilitat des Bicarbonat- und Phosphations. 
Eine héhere Konzentration der Salzlésung im Gleichgewicht der Dialysen 
steht in guter Ubereinstimmung mit dem nichtlésenden Raume des 
Serums. 

Die Gassmann schen Angaben iiber das Vorhandensein eines Calcium- 
Phosphatcarbonatkomplexsalzes in Knochen werden nachgepriift. Die 
Versuche zeigten, daB seine SchluBfolgerungen als nicht stichhaltig 
angesehen werden miissen. 


Zu weiterer Kenntnis iiber die Zustandsform des Calciums im 
Serum fiihrten Versuche, Serum mit verschieden festen Phasen zu 
schiitteln. 
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Die von Holt, La Mer und Chown gefundene Tatsache wurde 
bestatigt, daB das Animpfen von Serum mit tertiarem Calciumphosphat 
zu einer starken Abnahme des Serumcalciums fiihrt, und es wurden die 
von Hastings, Murray und Sendroy angestellten Beobachtungen als 
richtig erkannt, daB neben dem Ca’-Gehalt vor allem der CO{-Gehalt 
des Serums bei Beriihrung mit tertiirem Calciumphosphat abnimmt. 
Der EinfluB anderer fester Phasen wie Glas, Calciumcarbonat und 
anderer wurde untersucht und vdéllig wirkungslos befunden. Die Er- 
scheinung der Calciumabnahme bei Gegenwart von Ca,(PQO,), als 
Bodenkérper wurde eingehend unter verschiedensten Bedingungen bei 
Zugabe von Ca’, PO;’, Alkali, py-Anderung usw. sowohl an Serum 
als auch an Ringerlésung durch Analyse der Ca’-, CO{- und PO,"- 
Konzentrationsinderung der Lésung gepriift. 


Die Versuche fiihrten zu der Auffassung, daB ein Animpfen einer 
iiberséttigten Lésung an Calciumphosphat vorliegt, bei der es zu einem 
Ausfallen von festem Calciumphosphat kommt. Das Bestehen einer 
besonderen Kristallform bleibt noch offen (vgl. Versuch Nr. 18). Neben 
dieser Animpfung geht eine zweite Umsetzung vor sich, die auf einer 
Austauschabsorption der festen Phase Calciumphosphat mit dem in 
der Lésung vorhandenen CO,-lon beruht. Diese fiihrt dann zu weiterer 
Ausfallung des Serumcalciums. 


Da im abgestorbenen Gewebe sich die Gewebsfliissigkeit durch 
Diffusion ersetzen kann, wird das Auftreten von Kristallkeimen im 
abgestorbenen oder in seiner Lebenstitigkeit abgeschwichten Gewebe 
und die Umsetzung dieser Keime mit der Gewebsfliissigkeit in der 
dargestellten Art als derjenige Vorgang angesehen, nach dem die 
dystrophische Verkalkung im Organismus erfolgt. Die Versuche er- 
klaren gleichzeitig das stets beobachtete Nebeneinanderbestehen von 
Caleiumphosphat und Calciumcarbonat in den Verkalkungen. 
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Uber die Bedingungen 
der Kalkablagerung in tierischen Geweben. 


Von 
Hans Kleinmann. 


Il. Mitteilung’. 


Untersuchung iiber die Aziditit 
des Gewebes bei der dystrophischen Verkalkung. 


Von 
H. Kleinmann und I. Remesow. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 25, Februar 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
I. Einleitung. 


Die Beziehung, die zwischen der H-Ionenkonzentration und der 
Konzentration freier Ca-lonen bzw. PO,-Ionen besteht, machte es not- 
wendig, zu untersuchen, ob bei der Erscheinung der dystrophischen 
Verkalkung es die Anderung der Azidititsverhiltnisse des Gewebes. 
in dem die Verkalkung stattfindet, ist, die die bedingende Ursache fiir 
das Auftreten von Kalkniederschliagen darstellt. 

Hofmeister, dem seinerzeit die Methoden zur Messung der aktuellen 
H-Ionenkonzentration noch nicht zur Verfiigung standen, hat daraui 
hingewiesen, daB Ringerlésung, die mit Kohlenséure frisch gesattigt ist, 
imstande ist, tertiéres Calciumphosphat aufzulésen und hat auf diese 
Befunde seine Theorie der Verkalkung aufgebaut, die die Abnahme de: 
Kohlensaéure in den Gewebsséften als Ursache der Kalkniederschlagsbildung 
darstellt. 

Es wird in den folgenden Untersuchungen versucht, die Aziditit 
in abgestorbenem (dystrophischem) und verkalkendem Gewebe im 

' Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Vergleich zu gesundem Gewebe zu messen. Als Substrat wurde die 
unterbundene Kaninchenniere gewihlt. 

Hierbei sind wir uns bewuBt, daB der Begriff der Aziditat auf ein 
Gesamtgewebe wie die Niere oder einen abgestorbenen Gewebsabschnitt 
eigentlich nicht anwendbar ist. Der Begriff der Aziditat bezieht sich 
auf eine reine Lésung und seine Ubertragung auf einen Komplex, wie 
ihn das Gewebe darstellt, ist an sich unstatthaft. 

Es gibt keine einheitliche Aziditat des Gewebes, sondern nur 
eine Summe zahlreicher verschiedener Aziditaten in einzelnen Gewebs- 
teilen. Trotzdem muBte versucht werden, festzustellen, ob grébere 
Unterschiede in dem Gesamtcharakter eines Gewebes hinsichtlich 
seiner Aziditat bei der Nekrose eintreten. 

Es wurde zunachst versucht, am lebenden Tiere die Aziditaét des unter- 
bundenen und des unbehandelten Nierengewebes mit Hilfe eingestochener 
Elektroden nach der Methode von Schade mit strémendem Wasserstoff 
wie auch mit kapillaren Chinhydronelektroden zu messen. 

Des weiteren wurden Methoden der Vitalfarbung mit Indikatoren, 
wie sie von Petow, Wittkower und Pietrkowski angegeben worden sind, 
erprobt. SchlieBlich wurden noch Untersuchungen von Gewebsschnitten 
durch Einlegung in Farbindikatoren nach dem Vorgehen von Graff u. a. 


vorgenommen. 
Alle diese Methoden fiihrten zu keinem befriedigenden Ergebnis und 


erwiesen sich fiir unsere Zwecke als ungeeignet. 


Es wurde daherwuf die altere, aber fiir relative Messungen geeignete 
Methode von Michaelis 2uriickgegriffen, Gewebsbrei oer Auf- 
schlemmung von Geweben mittels der Wasserstoffelektrode — und 
zwar der U-Elektrode — zu messen. 

AuBer gréberen Zerreibungen von Geweben wurde versucht, 
Intrazellulirsaft — wenigstens als Hauptbestandteil des Gewebs- 
saftes — zu messen. Die geringen zur Verfiigung stehenden Substanz- 
mengen machten den Bau besonderer Mikroapparaturen notwendig. 


II. Die dystrophische Verkalkung. 


DaB nach Unterbindung der NierengefiBe Verkalkung, ja selbst 
Knochenbildung stattfindet, ist von Blessig, Litten, v. Werra, von Késsa, 
Maximow, Saccerdotti-Frattin, Poscharissky beschrieben worden. 

Wahrend die Arbeiten der genannten Forscher rein morphologischen 
Charakter trugen, ist von Remesow auf Grund von Organanalysen gezeigt 
worden, da8 nach Unterbindung der NierengefaéBe oder der Arterie bzw. 
der Venen allein eine starke Vermehrung des chemisch nachweisbaren 
Caleiums eintritt. 

Nach den Analysen von Remesow betrigt der Kalkgehalt normaler 
Kaninchennieren auf Trockensubstanz berechnet 0,0259 bis 0,0380% CaO 

0,0185 bis 0,0272°% Ca. 

Das Verhalten der Nieren nach der Unterbindung bzw. die Geschwindig- 
keit, mit der eine Verkalkung eintritt, ist verschieden, je nachdem die Niere 
nur vends, arteriell oder im ganzen unterbunden wird. Beziiglich der Einzel- 
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heiten wird auf die Darstellung von Remesow verwiesen, doch sei angefiil);t. 
daB venés unterbundene Nieren eine besondere Neigung zur Verkalkwny 
zu haben schienen. Es wire demnach méglich gewesen, daB die durch «jj; 
vendse Stauung bedingte Aziditétsénderung (Séuerung ?) in Beziehung 2 
der Kalkablagerung steht. 


In vorliegender Arbeit wird zunichst die Kalkanreicherung der 
dystrophischen Niere bei venéser und bei Gesamtunterbindung ge. 
prift. Der analytische Befund wird mit dem morphologischen ver. 
glichen. Das Verhalten der verschiedenartig behandelten Nieren wird 
bei variierten Unterbindungszeiten gepriift. Es werden durch Unter. 
bindung des ganzen Nierenhilus wie auch durch Unterbindung der 
Nierenvene allein Nekrosen des Organs erzielt, die zu dystrophischer 
Verkalkung fiihrten. Es wird versucht, in verschiedenen Zeitabschnitten 
dieses Vorganges die Aziditaét des Gewebes im Vergleich zu der der 
nicht unterbundenen Niere zu messen. 

Im ganzen wurden Versuche an 30 Tieren (Kaninchen) durch. 
gefiihrt, von denen 18 Versuche hier wiedergegeben werden. Die nicht 
wiedergegebenen Versuche dienten zur Erprobung der verschiedenen 
Methoden der Aziditatsbestimmung. 


1. Methode der Nierenoperation. 


Unter Athernarkose wurde steril ein extraperitonealer Schnitt zwei- 
fingerbreit' von den falschen Rippen und einfingerbreit medialwarts vom 
Riickgrat 5 bis 8cem lang, im Gebiet der linken Niere ausgefiihrt. Nac! 
Eindringen auf stumpfem Wege in den Raum, der unten von einer Gruppe 
von Abdominalmuskel begrenzt: wird, wobei die Nn. splanchnici, die latera! 
verlaufen, nicht beschaédigt werden diirfen, st68t man auf die Fettkapse! 
der Niere. Nach Erweiterung der Wundéffnung kann die Niere durch 
aéuBeren Druck auf die Bauchgegend herausgedriickt und aus der Wuni- 
6ffnung herausgestiilpt werden. 

Bei der Unterbindung des gesamten Nierenhilus (Art. vena renal. 
Aa. interrenal. mit Verzweigungen und Harnleiter) wird um denselben 
eine doppelte Ligatur gelegt. Bei der Unterbindung der V. renal. allein 
wird der Hilus renali stumpf mit der Sonde frei prépariert, die Vene von 
Arterie und Harnleiter getrennt und die Ligatur mit Unterbindungsnae! 
angelegt. Auf diese Art wird die Niere am wenigsten geschadigt; nac}) 
Unterbindung wird sie auf ihren Platz in der Bauchgegend zuriickgedriickt, 
die Wunde durch sterile Naht in drei Schichten vernaéht. 

Fiir die Untersuchungen wurden nur Tiere mit guter Verheilung de: 
Operationswunde benutzt, was bei peinlich eingehaltener Aseptik ohne 
Schwierigkeiten zu erzielen war. 


2. Morphologische Untersuchung. 


Die operierten Tiere wurden zu verschiedenen Zeiten nach de! 
Operation (von 14 bis zu 60 Tagen) getétet. Die unterbundene wie ‘ic 
gesunde Niere wurden morphologisch und chemisch auf Kalkablageruns 
untersucht, sowie hinsichtlich ihrer Durchschnittsaziditat — wie weiter 
unten beschrieben — gemessen. 
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Die Tiere wurden durch Nackenschlag getétet. Die Nieren wurden 
on Fett und Fascien befreit und nach Bestimmung der makroskopischen 
MaBe und des makroskopisch anatomischen Bildes méglichst symmetrisch 
erschnitten und die einzelnen Abschnitte zu den verschiedenen Unter- 
uchungen verwandt. Die fiir die Aziditaétsbestimmung bestimmten Teile 
wurden sofort in geschlossenem GefaiB in Kaltemischung gebracht. Es 
wurden zwei Versuchsgruppen unterschieden. 

Die Gruppen zeigten Unterbindungszeiten von 14 bis 60 Tagen 
und unterschieden sich dadurch, daB die Gruppe 1 nur venés unter- 
bunden wurde, wihrend bei Gruppe 2 die Gesamtunterbindung des 
Nierenhilus ausgefiihrt wurde. 

Das morphologische Bild, das die unterbundenen Organe boten, 
entsprach den von Remesow gemachten Angaben iiber die Ver- 
schiedenheit des Absterbevorganges nach Art der Unterbindung. 

Bei den Tieren, denen die Nieren vollkommen unterbunden wurden 
(Gruppe 2), zeigen sich diese in den ersten Tagen gestaut und ver- 
gréBert. Die NierenmaBe links (unterbunden) nehmen im Vergleich 
zu der rechten Niere zu. Bei lingerer Unterbindungszeit, etwa nach 
Ablauf von 14 Tagen, beginnt die linke Niere an GréBe abzunehmen, 
wihrend die rechte Niere etwas an GréBe zunimmt. 

Das unterbundene Organ wird allmihlich atrophisch und formt 
sich um. Es wird trocken, grauweiB und zeigt schon makroskopisch 
starke Kalkablagerungen in der*Rinde. Diese kénnen so.stark sein, 
daB die Niere beim Zerschneiden knirscht. Das Nierenkapsel- 
gewebe setzt stark Fett an. Nach Unterbindungszeiten von 30 bis 
40 Tagen ist die Kapsel nicht mehr von dem nekrotischen Organ 
abziehbar. 

Was das makroskopische Bild der venés unterbundenen Niere 
anbetrifft (Gruppe 1), so unterscheidet es sich in den ersten Tagen 
von den gesamtunterbundenen Nieren. Die Nieren sind saftig, stark 

gequollen, vergréBert und blaurot gefarbt. Bei langerer Unterbindung 
atrophieren auch die venés unterbundenen Nieren und zeigen keinen 
Unterschied gegen Gruppe 2. Die Nierenmafe der einzelnen Versuchs- 
tiere sind in den Tabellen gegeben. 

Eine histologische Untersuchung wurde nur in einzelnen Fallen 
durchgefiihrt, da die analytische Untersuchung und die Aziditatsmessung 
restlos die oft nur geringen Mengen des Untersuchungsmaterials ver- 
brauchte. 

Die histologische Untersuchung zeigte entsprechend der chemischen 
Untersuchung stirkste Verkalkung der dystrophischen Niere. Diese 
Verkalkung betraf vorwiegend die Rinde und die Grenzschicht. Das 
Gewebe war stets nekrotisch. Bei einzelnen Fallen zeigte sich starke 
Ansammlung von Lymphocyten. 


10* 
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3. Analytische Untersuchung. 

Der Kalkgehalt der dystrophischen Niere wurde analytisch be 
stimmt. 

Hierzu wurde nach Wagung der frischen Niere etwa eine halbe Nier 
bei der, wenn mdglich, die Kapsel entfernt war, frisch gewogen und dani 
auf dem Wasserbad getrocknet und im Vakuumexsikkator bis zur Gewichts 
konstanz gehalten. Die gewogene Trockensubstanz wurde fein gepulvert, 
im Platintiegel mit Bunsenbrenner verascht. Die Asche wurde mit einigen 
Tropten konzentrierter HCI gelést und die Lésung auf 10 cem aufgefiillt. 

Die Bestimmung des Caleiums ist die gleiche, wie die in der voran 
gehenden ersten Mitteilung zur Bestimmung von Serumasche beschrieben 
worden ist. 

Die Ergebnisse der Versuche werden durch Tabelle I wiedergegeben. 

Wie die Tabelle | zeigt, bewegt sich der Calciumgehalt in den 
Nieren der Kontrolltiere zwischen 0,035 bis 0,057°,, bezogen auf 
Organtrockenpulver. Die Werte liegen also etwas héher als die von 
Remesow angegebenen. 

Der Calciumgehalt der Nieren der venés unterbundenen Tiere 
war sehr stark vermehrt. 

Bei der Gesamtunterbindung der Niere konnten ebenfalls die 
Remesowschen Angaben bestiatigt werden. In den ersten Wochen 
der Unterbindung kann der Kalkgehalt stark schwanken, zeigt sich 
aber zumeist deutlich vermehrt. Bei lingerer Unterbindung (iiber 
25 Tage) steigt der Kalkgehalt stark an. Die Werte sind auch, worauf 
schon Remesow hingewiesen hat, von den einzelnen Versuchstieren 
abhangig. 

Das Gewicht der unterbundenen Niere ist in den ersten Tagen 
der Unterbindung héher als das der Vergleichsniere. Auch der Wasser- 
gehalt ist héher. Nach etwa 14 Tagen aber schon beginnt das Gewicht 
der unterbundenen Niere und auch der Wassergehalt abzunehmen, 
und nach langerer Unterbindung ist die unterbundene Niere geschrumpft 


und stark eingetrocknet. 


Ill. Vergleichende Azidititsmessungen. 


In den folgenden Versuchen werden einmal Gewebsbreie, die durch 
Zerreibung des gesunden und des unterbundenen Organs mit physio- 
logischer Kochsalzlésung gewonnen wurden, miteinander verglichen. 
Des weiteren wurden Organprebsafte hergestellt. Hierzu wurden die 
Organe unmittelbar nach Tétung des Versuchstieres mit Kieselgur 
zerrieben und dieses Trockenpulver unter hohem Druck von seiner 
Fliissigkeit getrennt. Kieselgur bewirkt eine Verschiebung des py einer 
mit ihm verriebenen Fliissigkeit nach der sauren Seite. Diese Ver- 
schiebung betrug bei Serum unter den angewandten Bedingungen 
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durchschnittlich etwa einen py von 0,15. Da die Versuche an v 
schiedenen Tieren untereinander genaue Ubereinstimmung zeigte 
und die Verschiebung als maximal anzusehen ist, konnte fiir ve 
gleichende Versuche, bei denen es nicht auf die absolute Messuny 
ankam, trotz des Kieselgureinflusses die Methodik zur Anwenduny 
gelangen. 

Das Pressen sehr geringer Substanzmengen unter hohem Druck 
sowie die Messung nur weniger Tropfen Fliissigkeit machte die Aus 
arbeitung einer besonderen Apparatur notwendig. 





Abb. 1. 
Hydraulische Mikropresse. 


1. Die Verarbeitung von Organ pre fsdften. 
a) Die Gewinnung von PreBsaiften (Mikropresse)'. 

Zur Gewinnung von Prebsaften, die auch die intrazellulire Fliissig- 
keit enthalten, wurde das Organ dem durch Nackenschlag getéteten 
Tiere sehr schnell entnommen, wenn méglich von der Kapsel befreit 
gemessen, gewogen und symmetrisch halbiert. Die zur H-lonen- 
messung dienende Halfte wurde mit etwa der vier- bis fiinffachen 


! Die Mikropresse wird von den Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriums. 
bedarf, Berlin N 39, ScharnhorststraBe 22, in den Handel gebracht. 
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(cewichtsmenge reinsten Kieselgurs verrieben, bis ein gleichmabiges, 
trockenes Pulver vorlag. Dieses Pulver wurde sodann in einer Mikro- 
presse unter hohem Druck ausgepreBbt. 

Das AuBere der Mikropresse wird wiedergegeben durch Abb. 1". 

Das PreBgefaB besitzt eine Héhe von 3,5cem und eine PreBplatte 
von 1,85em Durchmesser. Das Volumen des GefiBes betriigt also 
rund 9,4 cem, erméglicht also das Auspressen sehr geringer Substanz- 
mengen. Die Flache des PreBkolbens betragt also 8.6 qem. Der Druck 
der Presse im Olraum ist auf 500 Atmosphiren pro Kubikzentimeter 
zu bringen, wobei dann auf dem PreBkolben 500 . 8,6 — 4300 kg liegen. 
Bei diesem Druck auf die Flaiche der PreBplatte von 2,7 qem betrigt 
der spezifische Druck in dem PreBzylinder 1600 Atmosphiren. 

Bei diesem hohen Druck war es méglich, auch die geringe Menge 
Fliissigkeit, die im nekrotischen Gewebe vorhanden war, aus dem 
Kieselgur-Organpulver auszupressen. Die wenigen Tropfen Flissigkeit, 
die durch die Offnungen des PreBgefiBes austreten, wurden mit 
einer Kapillarpipette gesammelt. Die Messung der gewonnenen Fliissig- 
keit geschah in Michaelisschen U-Elektroden, von denen eine Mikroform 
hergestellt wurde. 

b) Mikroelektroden. 


Zur Messung wurden U-Elektroden angewandt, die, soweit es 
technisch anging, verkleinert wurden. Die kleinste Form hatte einen 
Réhrendurchmesser von etwa 4 mm und erforderte nicht ganz, 0,2 cem 
zur Messung. Die etwas gréBere Form, die zur Messung von Organbrei 
diente, hat einen Durchmesser von etwa 5mm und erforderte nicht 
ganz 0.5ccm zur Messung. 

Die Wasserstoffblase wird bei der Mikroform im Verhaltnis zur 
Fliissigkeitsmenge vielleicht etwas gréBer als bei der Makroform, 
doch spielt dieser Fehler bei den relativen Messungen keine Rolle. 

Der Winkel der Mikroelektroden muBte hinsichtlich der Bewegungs- 
fahigkeit der Blase erprobt werden. 

Die Mikroelektroden gaben mit Standardacetatlésung exakte Werte. 


2. Untersuchung von Organbrei. 


AuBer den PreBsaften wurde nach Michaelis Gewebsbrei unter- 
sucht, der durch Zerreiben von Organgewebe mit wenigen Tropfen 
physiologischer NaCl-Lésung hergestellt wurde. Der Gewebssaft 
wurde frisch (ungekocht) bereitet. Zwischen den einzelnen Ver- 
arbeitungsstadien wurden die Organe stark gekiihlt. Die Messung 
erfolgte dann in U-Elektroden von 0,5 cem Volumen. 





1 Die Mikropresse ist auch fiir PreBgefaBe von etwa 50 und 100 ccm 
{als Zusatzteile erhaltlich) verwendbar. 
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Die Versuche werden wiedergegeben durch die Tabellen [1 und | {| 

Auber diesen Versuchen wurde noch bei einem Kaninchen (R 2 
eine Verlagerung der Niere unter die Haut durchgefiihrt. 

Die Tabelle Il zeigt, daB stets die PreBsifte die aus den nekro. 
tischen Geweben gewonnen waren, deutlich alkalischer reagierten als 
die Prebsifte aus den nicht unterbundenen Organen. Die Messungen 
an den verschiedenen Versuchstieren stimmen unter sich gut iiber- 
ein. Der py der PreBsifte der unterbundenen Nieren schwankt um 
einen Mittelwert von 6,68, nicht mehr als maximal 0,23, im Durch. 
schnitt nicht mehr als 0,15. Die PreBsifte aus den nicht unter. 
bundenen Nieren schwanken um einen Mittelwert von py 6,18, ebenfalls 
nicht mehr als maximal 0,23, im Durchschnitt nicht mehr als 00s 

Betrachten wir an Stelle des PreBsaftes die Aziditat der Gewebs- 
breie, so finden wir, dab die Aziditat des Gewebsbreies sich mit der 
Aziditat des PreBsaftes aus der Niere nicht deckt. Der py des Organ. 
breies der unterbundenen Niere liegt bei 7,18, der der gesunden Ver. 
gleichsniere bei 6,59. Die durchschnittliche Aziditat der Gewebsbreic 
liegt also um py 0.4 und 0,5 mehr zur alkalischen Seite als die der 
Prebsiifte. 

Dieser Unterschied wird zum Teil durch die Behandlung mit Kiesel- 
gur bedingt. Wie schon ausgefiihrt, verschiebt Kieselgur den py des 
Serums, wenn dasselbe ebenso behandelt wurde wie ein Organ, gleich- 
maBig um etwa 0,15 nach der sauren Seite. Die GréBe der Verschiebung 
der pa der Gewebssafte durch Kieselgur laBt sich nieht genau entscheiden, 
da einerseits der Gewebssaft weniger gut gepuffert ist als das Serum, anderer- 
seits aber das Serum leichter CO, verliert als der Gewebsbrei. Jedenfalls 
ist aber bei dem groBen UberschuB an Kieselgur die Verschiebung stets 
eine maximale, was auch durch die gute Ubereinstimmung der Versucly 
bestaitigt wurde. 

Die Methode liefert also nur Vergleichswerte; sie gibt ebensowenig 
die wahre Aziditdt des Gewebes wie die Messung des Organbreies. Obgleich 
der Gewebsbrei um etwa pq 0,5 gegeniiber dem PreBsaft nach der alkali- 
schen Seite liegt, zeigt der Vergleich der Gewebsbreie der unterbundenen 
zu der nicht unterbundenen Niere das gleiche Bild wie die Gegeniiber. 
stellung der Prebsifte. Die aus den normalen Organen gewonnenen 
Fliissigkeiten zeigen saurere Reaktion als die aus den dystrophischen 
gewonnenen. Wieweit hier die postmortale Sauerung mitspielt, wird 
unter IV, 1 besprochen werden. 


Die Tabelle III zeigt die Ergebnisse bei den Tieren mit vendser 
Unterbindung. 


Die erhaltenen Ergebnisse entsprechen véllig den bei der Gesamt- 
unterbindung erhaltenen. Wieder ist der py der unterbundenen Niere 
nach der alkalischen Seite gegeniiber der normalen Niere verschoben. 


1/. 


Tabelte 
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IV. Besprechung der Ergebnisse. 
1. Die Aziditét dystrophischer Organe. 

Betrachtet man die Messungen zusammenfassend, so mu man sich 
bewuBt sein, daB alle Zahlen nur relativen Wert haben und daB die 
angewandte Methodik eine Anzahl Fehlerquellen birgt. 

Hierzu gehért der CO,-Verlust bei Herstellung der zu messenden 
Fliissigkeiten, die postmortale Sauerung u. a. m. 

Postmortale Reaktionsinderung war trotz Kiihlung durch die 
Anlage der Versuche (Priparierung, Messung, Wigung und Zerteilung 
der Nieren) sicherlich nicht auszuschlieBen. Liegt doch nach neueren 
Bestimmungen die Reaktion lebenden Gewebes nur wenig vom Neutral- 
punkt nach der sauren Seite entfernt und kann doch das Fallen des 
py (nach A. Koehler u. a.) unmittelbar nach dem Tode eintreten. 

Es sind daher die gemessenen Aziditaten der Gewebsbreie der 
normalen Nieren von etwa py 6,5 bis 6,6 auf postmortale Vorgiinge 
zu beziehen. 

Trotzdem erlauben die Messungen bestimmte SchluBfolgerungen. 

Nach welcher Art auch die Extrakte aus den abgestorbenen dys- 
trophischen Organen hergestellt wurden, stets zeigten sie eine deutlich 
alkalischere Reaktion als die auf gleiche Weise bereiteten Extrakte 


normaler Organe. : 

Das abgestorbene Organ reagiert also entweder an sich — im 
Durchschnittswert — alkalischer als das normale oder zeigt zum 
mindesten beim Bereiten der Extrakte oder Zerreibungen keine Saue- 
rungserscheinungen. 


Dies Verhalten ist um so auffallender, als ja das abgestorbene 
dystrophische Organ wahrend es steril im Organismus verbleibt, immer 
weiter einschmilzt, also autolytische Veranderungen erfaihrt. Autolyse 
ist aber in vitro mit Saurebildung verbunden, so daB gerade aus den 
dystrophischen Organen ein saurerer Gewebsbrei als aus den normalen 
zu erwarten gewesen ware. 

Es unterscheidet sich also das durch Koagulationsnekrose ge- 
wonnene, steril im Organismus verbleibende Gewebe von frisch in vitro 
absterbendem. 


Hierbei ist es gleich, ob das Gewebe durch Venen- oder durch 
Gesamtunterbindung zum Absterben gebracht worden ist, ob es 14 oder 
130 Tage nach dem Absterben untersucht wurde und ob PreBsifte 
oder grobe Zerreibungen gemessen wurden. 

Der pa von etwa 7,2 der Zerreibungen dystrophischer Gewebe 
zeigt, daB diese die Neigung haben, sich der Reaktion der um- 
gebenden Flissigkeit anzugleichen. 
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Da das abgestorbene dystrophische Gewebe keine CO,-Bilduiy 
aufweist, erscheint es ungezwungen, anzunehmen, dab im dystrophisch« 
Gewebe ein Riickgang der Aziditat im Vergleich zu normalem tatsichlic} 
stattfindet und dieser in Beziehung zu der vorhandenen Ca- und PO. 
Ionenmenge gebracht werden kann. 


2. Die Bezichung der Aziditétsdénderung zur Kalkablagerung. 


Die obigen Untersuchungen machen es wahrscheinlich, daB dystro 
phisches Gewebe sich der Aziditat der umspiilenden Fliissigkeit (ces 
Serums) angleicht. Des weiteren ist es durchaus wahrscheinlich, dai 
bei den autolytischen Prozessen, die sich in einem abgestorbenen 
Gewebe abspielen, es sowohl zur Abspaltung von Ca-Ionen aus den 
CalciumeiweiBverbindungen als auch durch die Bildung von PO, 
lonen zu einer Vermehrung des Produktes Ca*® .(PO,? kommt. Da 
auBerdem nun noch die H-Ionenkonzentration abnimmt, so ist esx 
vorstellbar, daB es hierdurch im geringen MaBe zum Ausfallen von 
Ca,(PO,). kommt und sich so Kristalle bilden, die dann entsprechend 
den in der vorangehenden Arbeit gezeigten Modellversuchen dic 
Keimkristalle darstellen, die die fortschreitende Verkalkung des Ce- 
webes einleiten. Es wird dieser Mechanismus als der die Verkalkung 
im dystrophischen Gewebe bedingende Vorgang angesehen. 


Die Verringerung der H-lonenkonzentration durch Aufhéren der 
CO,-Bildung wird somjt nicht als die unmittelbare Ursache einer 
fortschreitenden Verkalkung betrachtet, sondern die Verringerung der 
H-lonenkonzentration wird im Verein mit anderen Vorgingen (wie 
Erhéhung des Produkts Ca*.(PO,)*, vielleicht auch Gerinnungs. 
erscheinungen) als Ursache der Bildung von primaren Kalkkristallen 


angesehen. 

Des weiteren aber kann Abnahme der H-lonenkonzentration im 
Hinblick auf den Verkalkungsvorgang noch von einem anderen 
Gesichtspunkt aus betrachtet werden. 


Nehmen wir an, da8 das Serum an Calciumphosphat iiberséttigt und 
da eine Ubersattigung an Caleiumearbonat, wie FE. Warburg und andere 
Autoren darstellen, nicht vorliegt, so kann der Grad des Ubersattigungs- 
zustandes eine Funktion der H-Ionenkonzentration sein, und es mu8 unter- 
sucht werden, ob diese Funktion ein Maximum besitzt. 

Der Ca-Ionengehalt regle sich z. B. nach der Rona-Takahashi-Formwe! 
K,H 


=" or” 


Die Menge der freien PO,-Ionen ist ebenfalls eine Funktion der H- 
Ionen und entspricht der Gleichung. 
P.K,.K,.K, 
H, + H’. K, + H.K,.K, T K,. K,.K, 


PO;’ 
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Mit steigender H-Ionenkonzentration wachst also die Menge freier 
Caleciumionen, wahrend die Menge der freien PO,-Ionen abnimmt. Voraus- 
setzung ist, wie gesagt, daB Calcium- und PO,-lonen nebeneinander in 
iiberséttigter Lésung bestehen kénnen und die Bildung von festem 
Calciumphosphat die durch die herrschende Aziditét bedingte freie 
Ionenmenge nicht vermindert. 

Da die Wirkung der H-Ionen auf die Bildung von Calcium- und PO,- 
lonen eine gegens&tzliche ist, so ist es méglich, daB das Produkt von Ca, 
und (PO,), bei einer bestimmten H-Ionenkonzentration ein Maximum 


oder Minimum besitzt. 
Betrachten wir die Beziehung rechnerisch, so ergibt sich 


_ pK,.H'y P.K,.K,.K; 2 
9= CP. COP = laco: (e>H-K, BKK. +K.K, x: 


Die Auflésung der Funktion ergibt ein Maximum fiir H’ gleich K,. 
Da der bestbekannte Wert (siehe die I. Mitteilung) von pK, = px 6,7 ist, so 
wiirde bei dieser Aziditét ein Maximum von Ca- und PO,-Ionen neben- 
einander bestehen. 

Dieser Wert ware nur dann richtig, wenn die Ca-Ionenkonzentration 
im Organismus von der Rona-Takahashi-Formel abhangt, was durchaus 
nicht der Fall zu sein braucht. Hangt aber iiberhaupt die Ca-Ionen- 
konzentration von der H-Ionenkonzentration ab, so kénnen &hnliche 
Uberlegungen gelten, und es kann bei der Abnahme der H-Ionenkonzentration 
beim Gewebstod ein Punkt durchlaufen werden, bei dem der Ubersattigungs- 
zustand ein Maximum erreicht und bei dem also die Wahrscheinlichkeit 
des Ausfallens von festem Calciumphosphat am gréBten ist. 


Auch diese Uberlegengen kénnen es verstiindlich machen, daB sich, 
in dem nekrotischen G&webe Kalkkristalle bilden, die dann ihrerseits 
bei der vorhandenen — gegeniiber dem lebenden Gewebe — niedrigeren 
Aziditat zu weiterer Ablagerung von Kalksalzen fiihren, wie in der 
vorangehenden Arbeit gezeigt ist. Hinzu kommt, da8 im nekrotischen 
Gewebe, in dem eine starke Fliissigkeitsstrémung nicht vorhanden ist 
und in dem der Fliissigkeitsaustausch durch Diffusion erfolgt, die 
Bedingungen vorhanden sind, die die Voraussetzung fiir das Ausfallen 
von Kalksalzen durch den Bodenkérper darstellen. 


Zusammenfassung. 


Zur Erklirung des Entstehens der ersten Kristallkeime von 
Calciumphosphat, die entsprechend der vorangehenden Arbeit (I) die 
dystrophische Verkalkung einleiten sollen, werden die Aziditits- 
verhaltnisse im abgestorbenen Gewebe vergleichend gegen lebendes 
Gewebe gemessen. Hierzu dienten Kaninchennieren, die durch Unter- 
bindung zum Absterben und zur Verkalkung gebracht worden waren. 

Die Messung erfolgte an Prefsiften und Organzerreibungen 
mittels einer Mikroform der Michaelisschen U-Elektrode. Die Kon- 
struktion einer Mikropresse fiir hohen Druck, sowie der Mikro-U- 
Elektroden wird beschrieben. 
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Eine Kritik der Fehlerquellen des Verfahrens wird gegeben. | ic 


Methode liefert keine absoluten Werte, gestattet aber vergleichen |e 
Messungen. 

Es zeigte sich sowohl an PreBsiften als auch an Organzerreibungen 
daB die aus den dystrophischen Organen gewonnenen Fliissigkeite 
eine postmortale Sauerung vermissen lieBen und alkalischer reagiertey 
als die aus frischem Gewebe gleichartig bereiteten. 

Mit allem durch die Unvollkommenheit der vorhandenen Methoden 
gebotenen Vorbehalt kann hieraus geschlossen werden, daB ein ster! 
durch Koagulationsnekrose abgestorbenes und im Organismus ver. 
bleibendes Gewebe die Neigung zeigt, sich der Aziditat des umspiilenden 
Serums anzugleichen. 

Dieser Vorgang kann im Verein mit anderen zur Erklirung der 
Bildung erster Kristallkeime dienen und das Fortschreiten der Kalk. 
ablagerungen begiinstigen. 
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Uber die Bedingungen 
der Kalkablagerung in tierischen Geweben. 


III. Mitteilung!: 
Experimentelle Verkalkung durch Zufiihrung von Kalksalzen. 


Von 


Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1928.) 


I. Einleitung. 


In vorliegender Arbeit werden kiinstliche Verkalkungen an Tieren 
durch Zufiihrung von Kalksalzen erzeugt, um festzustellen, welche 
Beziehung zwischen Art und Form der Kalkzufiihrung einerseits und 
der Ablagerung im Gewebe andererseits besteht. Macht doch gerade 
die Frage, ob die Ablagerungen von Kalksalzen nur eine Folge der 
Léslichkeitsverhiltnisse der Kalksalze im Organismus sind oder ob 
eine besondere Bindung durch Eiweif und EiweiBabbauprodukte 
Voraussetzung fiir eine Ablagerung ist, es notwendig, die Beziehungen 
zwischen der zugefiihrten Ionenkonzentration und der Ablagerungs- 
erscheinung zu priifen. 

Des weiteren machen die Untersuchungen itiber kiinstliche Ver- 
kalkungen durch Kalkzufuhr es méglich, auf die Beziehungen zwischen 
..Azidose“ und ,,Alkalose“* des Organismus und der auftretenden Kalk- 
ablagerung einzugehen. 

SchlieBlich erlauben die Versuche, die Beziehung der Kalk- 
ablagerung zu der Titigkeit der Ausscheidungsorgane darzustellen, 
sind doch diese Versuche ein Modell der Virchowschen Kalkmetastase. 

Es sind daher bereits eine Reihe von Versuchen bekannt, die 
durch Zufiihrung von Calciumsalzen Verkalkungen der Gewebe an 
Tieren, besonders an Kaninchen erzielten. 


1 Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefiihrt. 
Biochemische Zeitschrift Band 196. 11 
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Hinsichtlich der Besprechung der bisher bestehenden Arbeiten sowie 
ihrer kritischen Betrachtungen sei auf die ausfiihrlichere Darstellung an 
anderem Orte! verwiesen. Hier seien nur kurz die Versuche von Rab/ 
erwaéhnt, der feststellte, daB Mause bei Fiitterung mit calciumphosphat- 
haltiger Nahrung dann starke Verkalkung in Niere, Magenwand, Lunge 
und Herz aufwiesen, wenn das Calciumphosphat abwechselnd mit im 
Organismus Séure bildenden Zusétzen, wie Ammoniumchlorid (saures 
Phosphatfutter genannt) und mit Basen bildenden Zusaétzen, wie Natrium- 
acetat (alkalisches Phosphatfutter), gefiittert wurden. Bei Fiitterung mit 
alkalischem Phosphatfutter allein zeigten die Tiere keine Verkalkung, bei 
Fiitterung mit saurem Phosphatfutter nur Verkalkung im Herzen und in 
der Niere, nie aber in Magen, Lunge und den GefaéBen. Diese Ergebnisse 
fiihrten zu der Darstellung, daB die Schwankung in der H-Ionenkonzentra- 
tion des Organismus fiir die Ablagerung von Kalksalzen bedingend sei, 
indem bei saurer Reaktion mehr Ca-Ionen als normal in die Gewebssifte 
gehen, die dann bei Schwankung nach der alkalischen Seite wieder ausfallen. 

Rabl bestritt die Berechtigung der Virchowschen Vorstellung, dai 
eine Nierenschaédigung dadurch eine Verkalkung der parenchymatésen 
Organe verursache, daB die Kalkausscheidung behindert wiirde, sondern 
sah in der Schwankung der Aziditét in den Gewebssaéften, die nach Straub 
und Meier bei Erkrankung der Niere auftreten, die bedingende Ursache 
fiir die Kalkablagerung. 


II. Versuche iiber kiinstliche Verkalkung durch Kalksalzzufuhr. 
1. Die Versuchsanordnung. 
a) Die Behandlung der Tiere. 

Zur Priifung der Rabischen Auffassung des Verkalkungsvorganges 
wurde eine Versuchsreihe von 14 Gruppen mit 58 Versuchstieren 
(Mausen) angelegt. 

Die Tiere wurden zum Teil mit saurem, alkalischem und abwechselnd 
gegebenem sauren und alkalischen Calciumphosphatfutter ernihrt. 
Des weiteren wurden Gruppen von Tieren mit saurer, alkalischer und 
abwechselnd gegebener Calciumchloridfiitterung ernahrt. SchlieBlich 
wurde eine Gruppe von Tieren mit Einspritzungen von Calciumchlorid 
und saurem, neutralem, alkalischem und abwechselnd sauer und 
alkalisch gegebenem Natriumphosphat behandelt. AuBerdem wurden 
einzelnen Tiergruppen sowohl Calciumchlorid als auch Natriumphosphat 
allein zum Futter gegeben oder eingespritzt, und schlieBlich wurden 
Vergleichsuntersuchungen an unbehandelten Tieren durchgefihrt. 

Zu allen Versuchen dienten médglichst gleichartige, ausgewachsene, 
weiBe Mause. Bei einer groBen Zahl von Tieren aus eigener Laboratoriums- 
zucht war das Alter von etwa einem Jahre bekannt, bei den kauflich 
erworbenen Tieren wurde der Reifezustand durch Gewichtskontrolle be- 
statigt. 

Die Tiere wurden einzeln gehalten, da bei dem Versuch, Gruppen 
gemeinsam zu halten, die Mause gestorbene Tiere auffraBen. Als Streu 


1 Vgl. Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 268, H. 3, 1928. 
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dienten Ségespine, die je nach der Art der Ermaéhrung mit Alkali 
oder Séure ausgekocht und dann mit Wasser séure- bzw. alkalifrei 
gewaschen wurden. 

Das Futter entsprach dem von Rabi angegebenen, doch muBte seine 
Zusammensetzung — da Rabl keine gewichtsmaBig genauen Angaben 
gemacht hatte — ausgeprobt werden, um einerseits méglichst groBe Saéure- 
bzw. Salzmengen dem Futter zuzufiigen, andererseits dasselbe aber so 
zusammenzusetzen, daB die Tiere das salzig schmeckende Futter annahmen. 

Die als zweckmaéBig ermittelten Futterzusammensetzungen waren 
folgende. 


a) Caleiumphosphatfutter mit Saéure bildenden Bestandteilen 
(saures Phosphatfutter). 


100 Teile eines Nahrpulvers, bestehend aus 250 Teilen Trockenmilch, 
250 Teilen Rohrzucker und 25 Teilen tertiérem Calciumphosphat werden mit 
10 Teilen 3n Phosphorséure versetzt, worauf so viel Wasser zugefiigt wird, 
daB ein dickfliissiger Brei entsteht. 


8) Caleiumphosphatfutter mit Alkali bildenden Bestandteilen. 
(alkalisches Phosphatfutter). 


60 Teile gekochter Kartoffel werden mit 20 Teilen Nahrpulver (wie a) 
und 4 Teilen Natriumacetat (D. A. B. 5) versetzt und mit Wasser zu einem 
dicken Brei verriihrt. 


y) Caleiumchloridfutter mit Séure bildenden Bestandteilen 
(saures Chloridfutter). 


30 Teile Trockenmilch werden mit 30 Teilen gekochter Kartoffel, 
50 Teilen Zucker, 3 Teilen Caleciumchlorid (wasserfrei, gekérnt) und 4 Teilen 
Ammoniumchlorid vermischt und mit Wasser zu einem dicken Brei 
verruhrt. 


6) Caleiumchloridfutter mit Alkali bildenden Bestandteilen 
(alkalisches Chloridfutter). 


30 Teile Trockenmilch werden mit 30Teilen gekochter Kartoffel, 
50 Teilen Zucker, 3 Teilen Caleiumchlorid und 5 Teilen Natriumacetat 
vermischt und mit Wasser zu einem Brei angeriihrt. 


e) Caleiumlactatfutter mit Alkali bildenden Bestandteilen 
(alkalisches Milchzuckerfutter). 


Da es nicht sicher war, ob das alkalische Calciumchloridfutter iiber- 
wiegend alkalisierende Bestandteile in den Stoffwechsel bringt, da CaCl, 
und Natriumacetat entgegengesetzt wirken, wurde auBerdem noch ein 
Caleiumlactatfutter (alkalisches Milchzuckerfutter) entsprechend 6 her- 
gestellt. 

Diese Futterarten wurden den Tieren taglich frisch gegeben; bei ab- 
wechselnd saurer und alkalischer Ernaéhrung wurde das Futter und die 
Streu alle 48 Stunden gewechselt. 


aE° 
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Die Tiere nahmen das saure Phosphatfutter zégernd, die anderen 
Futtersorten besser, im ganzen wurde das Futter gut gefressen. 

Da die Tiere groBen Durst zeigten, wurde einem Teil der Tiere noch 
Wasser gereicht. Von Rabdl ist hinsichtlich der Wasserzufuhr nichts bemerkt 
worden. Es schien nicht unwichtig, festzustellen, ob Wasserzufuhr, dic 
ja eine schnellere Ausscheidung des zugefiihrten Ca ermdglichte, das Er. 
gebnis der Verkalkung beeinfluBte. 


In Ubereinstimmung mit Befunden von Dreyfuss gediehen am 
besten die Kontrolltiere mit gew6hnlicher Ernahrung (Nahrpulver ohne 
Calciumphosphat und Wasserzugabe). Die sauren Phosphatfuttertiere 
zeigten ebenfalls gutes Aussehen und Gedeihen, dagegen starben dic 
sauren Chloridfuttertiere schnell, was auf die Wirkung des Ammonium. 
chlorids zuriickgefiihrt werden muBte. Die mit alkalischem Chlorid- 
futter ernihrten Tiere magerten stark ab und verloren die Haare 
Ein ahnliches Bild boten die abwechselnd sauer und alkalisch ernahrten 
Phosphat- und Chloridfuttertiere. Auffallend schlecht vertrugen die 
Nahrung die mit Milchzucker-Acetatfutter gefiitterten Tiere. Sic 
starben gréBtenteils nach wenigen Tagen. Die Tiere, denen die ge. 
priften Salze durch Einspritzung unter die Haut zugefiihrt wurden 
zeigten Verwachsungen zwischen Haut und Unterhautbindegewebe und 
einen allgemein schlechten Fellzustand, blieben aber wochenlang am 
Leben. 

b) Die morphologische Untersuchung’. 

Die als getétet aufgefiihrten Mause wurden mittels Klemme erwiirgt. 

Sofort nach dem Tode wurde stets eine Sektion vorgenommen, doch 
konnten im allgemeinen keine Veranderungen der Organe und des Knochen-. 
geriistes wahrgenommen werden. 

Nach Einlegung der Organe in 98 %igen Alkohol Einbettung in Paraffin. 

Zur Darstellung des Kalkes wurde die Silberniederschlagmethod 
nach von Kdssa angewandt, und zwar wurde stets eine Reihe von Schnitten 
von jedem Organ in verschiedener Héhe des Organs untersucht. Als zweck- 
maBig erwies sich die Farbung mit einer 5°,igen Lésung von Argentum 
nitr. 2 bis 6 Stunden lang am Licht. Wasserung 2 bis 4 Stunden. 

Die Schnitte wurden nicht gegengefarbt, um die Kalkfarbung méglichst 
klar hervortreten zu lassen. Das ungefirbte Gewebe nimmt mit der Zeit 
eine gelblich-bréunliche Silberténung an. 

Die Methode von von Késsa wurde stets dadurch gepriift, daB kalkfreie 
Organe von Kontrolltieren auf gleiche Weise behandelt wurden. AuBerdem 
wurde in zahlreichen Fallen, in denen sich Kalkablagerungen ergaben, die 
Késsasche Methode nach Entkalkung der Schnitte mit verdiinnter Salpeter- 
saéure angewandt. Niemals ergaben sich bei den Kontrolltieren sowie bei den 
entkalkten Schnitten Silberniederschlage, wie in kalkhaltigem Gewebe. 
Gelegentliche geringe feinstaubige Niederschlage von Silber waren stets 
mit Sicherheit von Kalkablagerung zu unterscheiden. 





1 Bei der Beurteilung der mikroskopischen Praparate unterstiitzte 
mich freundlichst Herr Dr. K. Plenge, Prosektor am Hindenburg-Kranken- 
haus Berlin-Zehlendorf, seinerzeit Assistent am Pathologischen Institut 
der Charité, dem ich hiermit meinen herzlichsten Dank ausspreche. 
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Ill. Versuchsergebnisse. 


Da die Ergebnisse dieser Arbeit ausfiihrlich in ,,Virchows Archiv 
fir allgemeine Pathologie*‘! besprochen werden und dort auch die 
Ergebnisse durch Mikrophotogramme belegt werden, sei hinsichtlich 
der Ergebnisse dieser Versuche auf diese Zeitschrift verwiesen. Die 
wesentlichen Resultate seien stark gekiirzt in folgendem wiedergegeben. 


a) Verkalkung mittels Fiitterung von Calciumphosphaten. 


1. Gruppe. Wechselnd sauer und alkalisch ernaihrte Phos- 
phattiere. Die Gruppe besteht aus vier Tieren. Versuchsdauer 11 bis 14 Tage. 

Durchweg bei allen Tieren starke Kalkablagerung in den Nieren, 
geringfiigige Ablagerung in den Lungen. Im Herz Verkalkung, bei zwei 
Tieren reichlicher und bei zwei Tieren in Spuren. Im Magen in zwei Fallen, 
im Dieckdarm und Diinndarm nur je in einem Falle Spuren von Kalk. Leber 
und Milz durchweg negativ. 

2. Gruppe. Mit saurem Phosphatfutter ernahrte Tiere. 
Die Gruppe umfaBt vier Tiere. Versuchsdauer 16 bis 23 Tage. 

Die Nieren zeigen bei allen Tieren starke Verkalkung. Im Herz eben- 
falls Verkalkung, in zwei Fallen in Spuren und in einem Falle sehr reichlich. 
Im Magen und Dickdarm nur je in einem Falle Spuren von Kalk. Die 
iibrigen Organe durchweg negativ. 

3. Gruppe. Mit alkalischem Phosphatfutter ernahrte Tiere. 
Die Gruppe umfaBt drei Tiere. Versuchsdauer 13 bis 19 Tage. 

Mit Ausnahme eines Falles, bei dem sich méBige Mengen Kalkablagerung 
in den Nieren und Lungen zeigten, waren die Organe aller Tiere dieser 
Gruppe voéllig frei von Ablagerung. I 


b) Verkalkung durch Einspritzung von Calciumchlorid und Natriumphosphat. 


4. Gruppe. Mit Caleciumchlorid und saurem und alkalischem 
Phosphat abwechselnd gespritzte Tiere. Die Gruppe besteht aus 
zwei Tieren. Versuchsdauer 5 bis 12 Tage. 

In Nieren, Lungen, Herz in allen Fallen starke Kalkablagerung. Magen, 
Dickdarm, Leber haben in einem Falle maBige Verkalkung, der andere 
Fall ist frei von Kalk. Bei Milz in einem Falle reichliche Mengen Kalk, der 
andere negativ. Diinndarm durchweg negativ. 

5. Gruppe. Mit Caleiumchlorid und neutralem Phosphat ge - 
spritzte Tiere. Die Gruppe umfaBt vier Fille. Versuchsdauer 12 bis 14 Tage. 

Reichliche Mengen an Kalk in den Nieren mit Ausnahme eines Falles. 
In der Halfte der Falle m&Bige Kalkmengen in Lungen, Herz, Dickdarm, 
in der anderen Hialfte kein Kalk. Magen negativ, mit Ausnahme eines Falles 
von m&Bigen Mengen. Die iibrigen Organe negativ. 

6. Gruppe. Mit Calciumchlorid und alkalischem Phosphat 
gespritzte Tiere. Die Gruppe besteht aus drei Tieren. Versuchsdauer 
13 bis 21 Tage. 

In allen Fallen in den Nieren geringe Mengen Kalk, in der Mehrzahl der 
Falle Spuren in Lungen und Herz. Die iibrigen Organe frei von Kalk. 


1}. ec. S. 162. 
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7. Gruppe. Mit Calciumchlorid und saurem Phosphat 
gespritzte Tiere. Die Gruppe umfaBt drei Tiere. Versuchsdauer |3 
bis 15 Tage. 

In den Nieren in zwei Fallen und im Herz nur in einem Falle gerinye 
Mengen von Kalk. Alle anderen Organe durchweg negativ. 


c) Verkalkung mittels Fiitterung von Calciumchlorid und Chloriden. 


8. Gruppe. Wechselnd sauer und alkalisch ernéhrte Chlorid. 
futtertiere. Die Gruppe besteht aus fiinf Tieren, Versuchsdauer 9 bis 
18 Tage. 

Die Nieren zeigen in zwei Fallen reichliche Mengen, in einem Falle 
Spuren von Kalk, ein Fall ist negativ. Die Lungen sind in drei Fallen 
negativ, in zwei Fallen reichliche Mengen Kalk. Herz und Dickdarm bis 
auf einen Fall mit maBigen Kalkmengen negativ. Die iibrigen Organe 
durchweg negativ. 

9. Gruppe. Sauer ernahrte Chloridfuttertiere. Die Gruppe 
umfaBt sechs Tiere. Versuchsdauer 4 bis 6 Tage. 

In allen Fallen Verkalkung ma&Bigen Grades in den Nieren, nur in zwei 
Fallen Spuren. Die iibrigen Organe frei von Kalk. 

10. Gruppe. Alkalisch ernaéhrte Chloridfuttertiere. Die 
Gruppe besteht aus fiinf Tieren. Versuchsdauer 12 bis 22 Tage. 

Die Nieren zeigen in der gréBeren Anzahl der Fille Kalk, teils in maBigen 
Mengen, teils in Spuren, ein Fall negativ. Bei Lungen und Magen nur in 
einem Falle Spuren, beim Herz nur in einem Falle reichliche Mengen Kalk. 
Alle iibrigen Organe negativ. 

1l. Gruppe. Mit alkalischem Milchzuckerfutter ernahrte 
Tiere. Die Gruppe besteht aus drei Tieren. Versuchsdauer 3 bis 21 Tage. 

Nieren nur in einem Falle reichlichere Mengen Kalk, und Lungen nur in 
einem Falle Spuren Kalk. Alle anderen Organe negativ. 


d) Verkalkung durch Zufiihrung von Chloriden und Phosphaten allein. 
a) Zufiihrung von Calciumchlorid. 


12. Gruppe. Tiere mit Caleiumchloridzufuhr. Die Gruppe 
umfaBt fiinf Tiere. Versuchsdauer 4 bis 8 Tage. 
Nieren in einem Falle méBige Mengen Kalk, die iibrigen Organe negat iv. 


8) Zuftthrung von Natriumphosphat. 

13. Gruppe. Tiere mit Natriumphosphatzufuhr. Die Gruppe 
umfaBt sechs Tiere. Versuchsdauer 9 bis 21 Tage. 

In der Halfte der Falle Kalk vorhanden, teils in maBig reichlichen 
Mengen, teils in Spuren, die andere Halfte negativ. Lungen nur in einem 
Falle Spuren Kalk, sonst negativ. Magen negativ bis auf zwei Fille mit 
geringen Mengen Kalk. Die anderen Organe negativ. 


e) Kontrollen. 


14. Gruppe. Normale und mit Kochsalz gespritzte Tiere. 
Die Gruppe umfaBt vier Tiere. Versuchsdauer 21 Tage. 
Befund in allen Organen durchweg negativ. 
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IV. Besprechung der Ergebnisse. 


a) Die Bedeutung der zugefiihrten Ionen und der sauren 
und basischen Zusiize. 


Bei den nach Rabi abwechselnd sauer und alkalisch ernihrten 
Tieren ist in Ubereinstimmung mit Rabi starke Verkalkung in Niere, 
Lunge, Herz und geringere Verkalkung in Magen und Dickdarm zu 
beobachten; Diinndarm, Leber und Milz sind frei. 

Im Gegensatz zu Rabi und in Ubereinstimmung mit Dreyfuss 
wird bei den mit saurem Phosphat ernahrten Tieren starke Verkalkung 
in Nieren, Lungen und Herz und vereinzelte Spuren in Magen und 
Dickdarm gefunden, wahrend Diinndarm, Leber und Milz ebenfalls 
frei sind. 

Die mit alkalischem Phosphat ernahrten Tiere zeigen trotz einzelner 
Ausnahmen im allgemeinen keine Verkalkung. 

Bei dem sogenannten sauren Phosphatfutter, bei dem Phosphor- 
siure zu dem Calciumphosphat zugefiigt wurde, hat sich das leichter 
lésliche und daher auch leichter vom Magen-Darmkanal aufnehmbare 
primare oder sekundare Calciumphosphat gebildet. Bei dieser Futterart 
erhielt der Organismus ein groBes Angebot von Calcium und Phosphor- 
siure. 

Bei den mit alkalischem Phosphat ernahrten Tieren ist nur tertiires 
Calciumphosphat vorhanden, das nur so weit léslich ist, als Magensiure 
zur Verfiigung steht. ! 

Bei der Gruppe mit abwechselnd saurer und alkalischer Ernahrung 
haben die Tiere an den Versuchstagen mit saurer Ernahrung geniigend 
groBe Mengen von Phosphat zur Verkalkung aufgenommen. Die Tat- 
sache der fast vélligen Unaufnehmbarkeit des tertiiren Calcium- 
phosphats ist sowohl von Rabi als auch von Dreyfuss tibersehen worden. 
Sie erklirt die Dreyfuss ritselhaft erscheinende Unwirksamkeit des 
alkalischen Phosphatfutters. 

Da abwechselnd saures und alkalisches Futter ebenso zu starker 
Verkalkung fiihren wie saures Futter allein, kann es nicht der Wechsel 
in der H-Ionenaziditat in den Gewebssiiften, sondern es muB die zu- 
gefiihrte Calcium- und Phosphorsiurekonzentration an sich sein, die 
die bedingende Ursache fiir die Verkalkung bildet. 

Diese Vorstellung, die die Grundlage der Erklirung der beob- 
achteten Verhiltnisse bildet, ist aber nicht véllig richtig und bedarf 
einer Einschrinkung, da Zufiihrung von sauren und alkalischen Zu- 
satzen tatsichlich doch einen gewissen EinfluB, wie weiter gezeigt 
werden wird, auf den Verkalkungsvorgang ausiibt. 

Deutlicher als bei den Fiitterungsversuchen wird der Unterschied, 
den siiure- und basenbildende Futterzusitze ausiiben, wenn wir uns 
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die Gruppe von Tieren zusammenfassend betrachten, die durch Ein. 
spritzung von Calciumchlorid und Natriumphosphat zur Verkalkung 
gebracht wurden. Hier zeigen die Tiere, die mit saurem und mit 
alkalischem Phosphat gespritzt waren, die stirkste Verkalkung. Wir 
finden nicht nur Verkalkung in Niere, Lunge, Herz, Magen und Dick- 
darm, sondern auch, was sonst in keiner anderen Gruppe zu beob- 
achten ist, in Leber und Milz. Auch die Art der Nierenverkalkung 
ist bei dieser Gruppe anders als bei den durch Ernahrung zur Ver- 
kalkung gebrachten Tieren und den anderen durch Einspritzung ver- 
kalkten Tieren. Wir finden in der Niere den Kalk in den Epithelien, 
wihrend wir ihn sonst nur in Form von Zylindern im Lumen der 
Harnkanilchen beobachteten. 

Es folgt an Starke der Verkalkung die Gruppe der mit Calcium. 
chlorid und neutralem Phosphat gespritzten Tiere. 

Dann folgt die Gruppe der mit Calciumchlorid und alkalischem 
Phosphat gespritzten Tiere. Hier finden wir keine Verkalkung des 
Magens, Dickdarms, Diinndarms, der Leber und Milz, waihrend Niere, 
Lungen und Herz nur geringe Spuren zeigen. 

Am schwichsten verkalken die mit saurem Phosphat gespritzten 
Tiere, die nur bei zwei von drei Fallen geringe Spuren in der Niere 
und bei einem Falle im Herzen zeigen. Lunge und alle anderen Organe 
sind sonst frei von Kalkablagerung. 

Wie dieser Unterschied zwischen den Futtertieren und den ge- 
spritzten Tieren zu erkliren ist, wird weiter unten dargestellt werden. 

Xuniichst seien die mittels Calciumchloridernihrung behandelten 
Tiere betrachtet, da bei den Futterarten dieser Gruppe die den Phosphat- 
futtergruppen eigenen Verschiedenheiten der Léslichkeit nicht vor- 
handen sind. 

Die ganzen Chloridgruppen zeigen zunichst eine weit geringere 
Verkalkung als die Phosphatfuttertiere. Fast stets handelt es sich 
bei vorhandener Verkalkung um Cylinder in den Nieren, nur in geringem 
Mae sind auch andere Organe befallen. 

Es ergibt sich beim Vergleich der Calciumchloridversuche mit 
den Calciumphosphatversuchen die entscheidende Bedeutung des 
Phosphations. 

Bei den mit saurem Chloridfutter behandelten Tieren finden sich 
nur spurenweise Ablagerungen in den Nieren, in den anderen Organen 
sind niemals Ablagerungen feststellbar. 

Etwas stirker sind die mit alkalischem Chloridfutter behandelten 
Tiere und am deutlichsten die abwechselnd mit saurem und alkalischem 
Chloridfutter ernihrten Tiere verkalkt. 

Die mit alkalischem Milchzuckerfutter ernaihrten Tiere zeigen 
praktisch keine Verkalkung. 
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Die Gruppe der Chloridfuttertiere zeigt, wenn auch in ab- 
geschwachter Form, die gleiche Erscheinung wie die Gruppe der durch 
Einspritzung zur Verkalkung gebrachten Calciumphosphattiere. Bei 
beiden finden wir die geringste Verkalkung bei den sauren Tieren, die 
stirkste Verkalkung bei den mit abwechselnd saurer und alkalischer 
Zufuhr behandelten Tieren. Diese beiden Gruppen wiirden also den 
Rablschen Angaben, die er nach Phosphatfutterversuchen machte, 
entsprechen, wihrend gerade die Beobachtungen, die Rabi zu seinen 
Vorstellungen fiihrten, nicht bestatigt werden kénnen. 

SchlieBlich seien die Versuche mit Calciumchlorid und Natrium- 
phosphat allein sowie die Kontrollversuche betrachtet. 

Wir sehen an ihnen, da8 in einzelnen Fillen bei starker Zufuhr 
Caleiumsalze und Phosphate allein Kalkablagerungen (wenigstens in 
Form von Cylindern in der Niere) hervorrufen. Sonst war durchweg 
keine Ablagerung bei den Kontrollen zu beobachten. 


Es ist hierbei von Interesse, daB es bei Zufiithrung von Calcium- 
chlorid allein zum Futter nur ein einziges Mal gelang, eine Ablagerung 
in der Niere in Form von Cylindern zu erreichen. Bei Zufiihrung von 
Natriumphosphat als Futter gelang es aber einmal — ebenso wie bei 
Einspritzung von Natriumphosphat — auch Spuren von Ablagerungen 
in den Magenepithelien und in der Lunge — abgesehen von der Er- 
zielung von Kalkcylindern in der Niere — zu erreichen. 

Auch dieses Ergebnis beweist die schon oben betonte Wichtigkeit 
des Phosphations fiir die Entstehung von Kalkablagerungen. Bei 
den Kontrolltieren waren — abgesehen von Verkalkung der Bronchial- 
knorpel, die ja physiologisch sind — niemals irgendwelche Kalk- 
ablagerungen in Organen zu finden. 

Kalkcylinder in der Niere oder Verkalkung der Lungenvenen, wie 
Dreyjuss sie an seinen Kontrolltieren beobachtete, fanden wir bei 
einer gréBeren Reihe von kalkzusatzfrei ernihrten Kontrolltieren — 
es werden hier als Beispiel nur zwei Tiere wiedergegeben — niemals. 
Alle beobachteten Kalkablagerungen miissen also als kiinstlich erzielt 
angesehen werden. 


b) Beziehung zwischen Ablagerung und Ablagerungsort. 


Betrachten wir nun die Orte der Kalkablagerung, so sehen wir an 
erster Stelle die Niere befallen. 


Niachst der Niere ist das Herz am haufigsten betroffen; wir finden 
hier Ablagerungen in den anscheinend ungeschidigten Muskelfasern. 

Dann folgt die Lunge, in der wir Kalk in den Wandungen der 
Alveolen an den elastischen Fasern beobachten. 





170 H. Kleinmann: 


In weit geringerem Mafe, aber bei starker Verkalkung doch meist 
vorhanden, finden wir den Kalk in den Epithelien der Magen- und 
Dickdarmdriisen. 

Die Orte der Ablagerungen entsprechen also véllig dem Bilde der 
Virchowschen Kalkmetastase, und die Verkalkung von Lunge und 
Magen wire mit der Askanazyschen und dann von Rabl weiter fort. 
gefiihrten Vorstellung im Einklang, nach der die siureausscheidenden 
Organe durch Alkalisierung des die Driisen umgebenden Gewebssaftes 
(mit Rabl der Wechsel der H-Ionenkonzentration) die bedingende 
Ursache fiir die Kalkablagerung darstellen. 

Wenngleich ein EinfluB der Gewebssaftaziditit, deren Abnahme 
bei séureabscheidenden Organen ja durchaus denkbar wiire, nicht 
geleugnet werden soll, glaube ich nach vorliegenden Versuchen als 
vorwiegende Ursache fiir die Kalkablagerung, die Konzentrations. 
anhaufung von Calcium- und Phosphationen ansprechen zu miissen 
Fiir diese Auffassung spricht folgendes: 

Wir sehen vor allem eine Verkalkung in den Nieren (Harnkaniilchen). 
in denen eine Konzentrierung der Ionen erfolgt. Hierbei ist der Harn 
des Pflanzenfressers alkalisch, die Niere muB also als ein alkalische 
Fliissigkeit absonderndes Organ betrachtet werden. 

Es kénnte eingewendet werden, dab die Ablagerung im Harn und 
nicht in den Driisenepithelien erfolgt, wie bei den siiureabsondernden 
Organen. Demgegeniiber stehen die Versuche von Gruppe 4, bei denen 
es gelang, auch Verkalkung in den Nierenepithelien zu erzielen. Des 
weiteren finden wir Verkalkung in den Epithelien des Dickdarms, der 
ja ebenfalls ein alkalisches und kein saures Produkt absondert. Darm 
und Niere sind also als Ausscheidungs- und daher als Konzentrations- 
organe zu betrachten und fallen aus der Vorstellung des , siiureabson- 
dernden Organs‘ als bevorzugter Sitz der Verkalkung aus. 

Des weiteren spricht fiir die ,,Konzentrationsvorstellung’ dic 
Verkalkung im Herzen. Hier kann von einer Siureausscheidung und 
von einer Alkalisierung des Gewebssaftes ebenfalls keine Rede sein 
eher wire bei einem stark arbeitenden Muskel an eine Siuerung der 
Gewebssifte zu denken. Dagegen ist es bekannt, daB beim stark 
arbeitenden Muskel Phosphationen entstehen!. 

Es ergibt sich hier die Verkalkung also ebenfalls aus einer Er- 


1 Dreyfuss schreibt, daB im Gegensatz zu den Arbeiten Embdens 
nach Meyerhof-Lohmann keine Phosphationenzunahme im arbeitenden 
Muskel erfolgt, doch ist anscheinend die betreffende Arbeit von ihm mii- 
verstanden worden. Nach Meyerhof-Lohmann beruht Séuerung nicht 
auf Phosphorséure, sondern auf Milchséurewirkung. Dagegen bestatigen 
auch Meyerho/-Lohmann die Phosphationenzunahme bei der Muskelarbeit. 
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Diese Vorstellung ist als Hilfsvorstellung von Rabi in seine Theorie 
eingefiihrt worden. Hierzu paBt es gut, daB bei den sauer ernihrten 
Phosphattieren (Gruppe 2) eine besonders starke Verkalkung der 
Herzmuskulatur beobachtet wurde. Bedingt doch Siurevergiftung 
eine besonders starke Tatigkeit der Herzmuskulatur. 


Bei der Anfiihrung aber von Lunge und Magen als Hauptstiitzen 
fiir die Theorie der Siureausscheidung mu nicht tibersehen werden, 
da8 diese Organe auch groBe Fliissigkeitsmengen absondern, also 
hinsichtlich des riickbleibenden Gewebssaftes Konzentrationsorgane 
darstellen. Auch hat Katase die Bronchialschleimhaut als Absonderungs- 
organ fiir Ca” angesehen. 

Die Betrachtung der Ablagerungsstatten vom Standpunkt der 
..lonenkonzentration™ erscheint daher umfassender als nur vom Stand- 
punkt der Aziditatsverhaltnisse. 


Es fragt sich nun, in welcher Beziehung die Erhéhung der Kon- 
zentration an Calcium- und Phosphorsaureionen in den Gewebsfliissig- 
keiten bestimmter Organe zu der Zufuhr saurer und basischer Bestand- 
teile zum Gesamtorganismus steht. Hier ist vor allem an die Beein- 
flussung der Calcium- und Phosphorsiureausscheidung durch Siure 
oder Alkalizufuhr zu denken, die im folgenden Abschnitt experimentell 
verfolgt wird. 

Bei dieser Betrachtung werden nicht nur Niere und Darm, sondern 
auch Magen und Lungen als Ausscheidungsorgane betrachtet. 


Auf die Tatsache, daB die Bronchialschleimhaut ein ausscheidendes 
Organ fiir Calcium darstellt, ist bereits hingewiesen. 


Diese Erklirung befriedigt auch die Frage nach der Bedeutung 
der Nierenerkrankung fiir die Kalkablagerung. Die Niere ist mit der 
Virchowschen Betrachtungsweise nicht allein als Kalkausscheidungs- 
organ noch mit Rabi als Regulationsorgan der Gewebsaziditaten an- 
zusehen, sondern vorziiglich als Organ der Phosphatausscheidung zu 
betrachten. 


Die Nierenerkrankung bedingt nicht nur die Behinderung der 
Kalk-, sondern auch der Phosphatausscheidung. Hierbei ist es nicht 
notwendig, daB eine Erhebung der betreffenden Lonenspiegel im Blute 
erfolgt. 

Die Vorgiinge der Konzentrationsanreicherung der lonen miissen 
sich — und das gilt fiir die ganze Betrachtung — weniger im Blut- 
system als in den Geweben selbst abspielen. Konnten doch Rona und 
Heubner zeigen, daB groBe, kiinstlich zugefiihrte Kalkmengen schon 
kurze Zeit nach der Einspritzung aus der Blutbahn verschwunden 
waren. Ob diese Salze nun im Knochengeriist abgelagert werden, wie 
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die genannten Autoren annehmen, oder, allgemeiner, in die Gewebe 
abwandern, laBt sich nicht entscheiden. 


Jedenfalls mu8 bei Zufiihrung von Kalksalzen auch eine An. 
haufung in den verschiedenen Geweben stattfinden, sonst waren dic 
pharmakologischen Calciumwirkungen nicht méglich. Es wird bei 
vermehrter Zufuhr oder verminderter Ausscheidung von Caleium- und 
Phosphationen eine Anhiufung dieser in den Geweben erfolgen kénnen. 
ohne daB sich hierbei stets Erhéhungen des Kalk- und Phosphatserum- 
spiegels ergeben miissen. 


Die Orte der Ablagerung sind, wie gezeigt, die Orte der Kalk- 
und Phosphatausscheidung, der Phosphationenbildung und der starken 
Wasserabgabe. 

Es ergibt sich daher, daB die Form der Verkalkung, die nicht 
auf dystrophischer Grundlage beruht, auf eine die Léslichkeits. 
verhaltnisse itiberschreitende Anreicherung von Calcium- und Phosphat- 
ionen in den verkalkenden Geweben zuriickzufiihren ist. 


V. Untersuchungen iiber den Einfluf§ von Saure- und Base- 
zufiihrung auf die Ausscheidung von Kalk und Phosphorsaure. 


Die im vorangehenden Abschnitt dargestellte Auffassung, dab die 
Wirkung der von Radi angewandten Saure- und Basezufuhr zum Futter 
zum Teil auf die Wirkung dieser Zugaben auf die Ausscheidung von 
Calcium und Phosphorsaéure zuriickzufiihren sei, macht es notwendig, 
diese Wirkung durch den Versuch zu priifen. 


Trotz widersprechender Angaben geht aus der Literatur hervor, 
daB Saurezufiihrung Hand in Hand mit einer vermehrten Calcium- 
ausscheidung geht. Das Ca” der Knochensalze stellt gewissermaben 
eine Alkalireserve dar, die bei starker Siurebildung mit zur Neutrali- 
sation herangezogen wird. Es ist bekannt, daB starke Siurezufuhr oder 
Saurebildung das Knochengeriist anzugreifen vermag. 


Es sei hier das Ergebnis von Stoffwechselversuchen an zwei Kaninchen 
mitgeteilt, die bei Kaninchen Nr. 1 in einer Zeit vom 20. Marz bis 27. Mai 
und bei Kaninchen Nr. 2 in einer Zeit vom 12. Marz bis 31. Mai 1927 durch- 
gefiihrt wurden. 

Die Zufuhr von Calcium und Phosphorséure geschah durch Fiitterung 
mit Brot und Riiben, deren Phosphorséure- und Calciumgehalt analysiert 
waren. Die gefressene Menge wurde 48stiindig durch Riickwégung der 
vorgelegten Nahrungsmittel bestimmt. Aus der gefressenen Menge der 
Nahrungsmittel wurde abschnittsweise die aufgenommene Menge an 
Calcium und Phosphorséure errechnet. 

Die Ausscheidung wurde durch analytische Bestimmung des Calciums 
und der Phosphorséure nach den iiblichen Methoden in dem je 48 Stunden 
gesammelten Harn und Kot ermittelt. 
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Die Versuchsanordnung und die Ergebnisse waren folgende : 
Kaninchen Nr. 1. 
Abschnitt 1. Vom 20. bis 26. Marz Einstellzeit (unbehandelt). 





Calcium Phosphorsaure 
mg mg 
Aufgenommen. . . 569 1100 
Ausgeschieden. . . 448 1025 


Abschnitt 2. Vom 26. Marz bis 7. April Séureperiode. 4 Tage taglich 
5j0cem n/50 HCI, die folgenden 6 Tage je 50cem n/25 HCl mit Magen- 
schlauch eingegeben. 








Calcium Phosphorsaure 


mg mg 
Aufgenommen.. . 750 | 3300 
Ausgeschieden. . . 3878 3537 


Abschnitt 3. Vom 7. April bis 29. April Einstellzeit (unbehandelt). 








Calcium Phosphorsaure 
mg mg 
Aufgenommen.. . 3050 4550 
Ausgeschieden. . . 3820 3754 

' 
Abschnitt 4. Vom 29. April bis 9. Mai taglich 50 cem n/25 NaHCO, 
mit Magenschlauch (Alkaliperiode). ‘ 

Calcium Phosphorsaure 
“er mg mg 
Aufgenommen. . . 1750 3100 
Ausgeschieden. . . 1541 2589 


Abschnitt 5. Vom 9. bis 17. Mai Einstellzeit (unbehandelt). 





| Calcium Phosphorsaure 

} mg mg 
Aufgenommen. . . 950 1700 
Ausgeschieden. . . 1395 1611 


Abschnitt 6. Vom 17. bis 29. Mai Sublimatvergiftung subkutan, im 
ganzen 105 mg Sublimat. 





Calcium | Phosphorsaure 
mg mg 
<7 - 
Aufgenommen.. . | 1030 1750 
Ausgeschieden. . . | 534 808 
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Kaninchen Nr. 2. 


Abschnitt 1. Vom 12. bis 23. Marz Einstellzeit (unbebandelt). 





Calcium Phosphorsaure 
mg mg 
Aufgenommen. . . 1210 2150 
Ausgeschieden . . . 1298 2143 


Abschnitt 2. Vom 23. Marz bis 7. April Alkalizufuhr, 7 Tage taglich 
50 cem n/50 NaHCO, und 7 Tage taglich 50cem n/25 NaHCO,. 





Calcium Phosphorsaure 
mg mg 
Aufgenommen. . . 3250 4840 
Ausgeschieden . . . 1235 4165 


Abschnitt 3. Vom 7. bis 21. April Einstellzeit (unbehandelt). 





Calcium | Phosphorsaure ; 
mg mg 
Aufgenommen. . . 3870 5030 
Ausgeschieden . . . 3078 4985 


Abschnitt 4. Vom 20. April bis 3. Mai Séureperiode, 4 Tage taglich 
50 cem n/50 HCl und 8 Tage taglich 50 cem n/25 HCl. 





Calcium | Phosphorsaure 
mg mg 
Aufgenommen. . . 4490 6420 
Ausgeschieden. . . 5890 9376 


Abschnitt 5. Vom 3. bis 17. Mai Einstellzeit (unbehandelt). 





Calcium Phosphorsaure 
mg my 
Aufgenommen. . . 5470 5990 
Ausgeschieden . . . 3548 4296 


Abschnitt 6. Vom 17. bis 31. Mai Sublimatvergiftung durch subkutane 
Injektionen im ganzen 190 mg Sublimat. 





Calcium Phosphorsaure 
my mg 
Aufgenommen. . . 3905 4166 
Ausgeschieden. . . 1887 3729 
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Bei den Fehlerquellen von Stoffwechselversuchen gestatten einen 
SchluB auf Ausscheidungsverhiltnisse nur deutliche Bilanzunterschiede. 

Da auch die vorliegenden Versuche trotz der ziemlich langen 
Versuchsperioden Durchschnittswerte von Abschnitten darstellen, 
die sich in ihrer Auswirkung noch iiberschneiden, wird von der 
Bewertung von Verhiltniszahlen der Ausscheidung in Harn und Kot 
sowie von geringen Schwankungen der Bilanz abgesehen. 

Als Gesamtergebnis zeigt sich, daB starke Saurezufiihrung eine 
Caleium- und Phosphorsdureausscheidung bis zur negativen Bilanz 
bewirkt, wahrend starke Alkalizufiihrung, wenn auch nicht so deutlich, 
im gegenteiligen Sinne zu wirken scheint. 

Bei der Sublimatvergiftung erfolgt eine unzweifelhafte Zuriick- 
haltung von Calcium und Phosphorsaure. Diese hangt nicht allein mit 
der Verminderung der Harnmenge zusammen, da die Tiere erst in den 
letzten beiden Versuchstagen deutlich anurisch wurden. 

Diese Ergebnisse entsprechen durchaus den Vorstellungen, die 
sich aus den vorhergehenden Abschnitten ergeben haben. 

Saure- und Alkalizufuhr wirken auf die Calcium-Phosphataus- 
scheidung, wie dies in der Erklirung der Verkalkungsversuche an- 
genommen wurde. Die Ergebnisse bei der Sublimatvergiftung bestatigen 
die Annahme von von Kédssa, daB die Zuriickhaltung von Calcium und 
Phosphat mitbedingend fiir die Nierenverkalkung ist, ein Befund, 
der sich durchaus in die Vorstellung iiber die Bedeutung den Ca”- und 
PO;’-Ionenkonzentrationen in den Gewebssiften fir die Verkalkung 
einordnet. 

Zusammenfassung. 

Versuche iiber kiinstliche Verkalkungen von Miiusen durch Zu- 
fihrung von Calcium- und Phosphationen unter Beigabe von siure- 
oder alkalibildenden Substanzen wurden sowohl mittels Fiitterung als 
auch mittels subkutaner Einspritzung durchgefiihrt. Bei den Fiitte- 
rungsversuchen gelang es, Verkalkungen im Lumen der Nierenkanialchen, 
in den Nierenepithelien, in der Muskulatur des Herzens, in den 
Epithelien und im Zwischengewebe der Magen- und Darmwand, sowie 
in den Wandungen der Lungenblaschen sowohl mit abwechselnd , sauer 
und alkalisch** gereichtem als auch mit ,,rein saurem“ Phosphatfutter 
zu erzielen, nicht aber mit alkalischem Phosphatfutter. 

Diese Unterschiede wurden durch die Verschiedenheit in der 
Léslichkeit und der Aufnahmefahigkeit der Nahrung erklart. 

Versuche mit subkutaner Calcium- und Phosphorsiurezufiihrung 
zeigten deutlicher als Fiitterungsversuche den EinfluB der Alkali- oder 
Sauregabe auf die Kalkablagerung. Dieser Einflu8 wurde vor allem 
auf die Wirkung der Siéure- oder Alkaligabe auf die Calcium- und 
Phosphorsiureausscheidung bezogen. Zur Priifung dieser Verhiltnisse 
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wurden Calcium- und Phosphorsiurestoffwechselversuche an Kaninchen 
bei Saure- und Alkalizufuhr durchgefiihrt. Starke Siurezufuhr steigert 
Calecium- und Phosphorsiureausscheidung bis tiber die Einnahme 
hinaus, wihrend Alkalizufuhr sie eher zu vermindern scheint. 

Stoffwechselversuche an mit Sublimat vergifteten Tieren zeigten 
da8B die Verkalkung bei der Sublimatvergiftung mit einer Behinderung 
der Calcium- und Phosphatausscheidung in Beziehung zu bringen ist 

Als Summe dieser Versuche ergab sich, dab als Ursache bei 
der Verkalkung durch Stoffwechselstérung oder ihrer kiinstlichen 
Nachahmung die Anreicherung von Ca” und POj' in den verkalkenden 
Geweben anzusehen ist, in denen dann bei einer zu starken Uber. 
schreitung des Léslichkeitsproduktes es schlieBlich zu einem Ausfallen 
an Calciumphosphat kommt. Die von der Verkalkung vorziiglich 
betroffenen Organe werden als Konzentrationsstitten fiir Ca”- und 
PO; aufgefaBt. Abnahme der Aziditaét in den Gewebssiiften siiure- 
ausscheidender Organe kann diesen Vorgang unterstiitzen. 

Das ausgefallene Phosphat mu sich entsprechend den in der 
I. Mitteilung dargestellten Versuchen mit dem CO; der Gewebssiifte 
zum Teil zu Calciumcarbonat umsetzen. Hierdurch ergibt sich das 
Nebeneinanderbestehen beider Verbindungen in den Ablagerungen 

Ob die Anreicherung an Ca- und PO,-Ionen durch Uberschiittung 
bei der Zufuhr, durch Behinderting der Ausscheidung oder durch Saure- 
Alkalieinfliisse erfolgt, ist gleichgiiltig. Das Wesentliche fiir die Ent- 
steltung voh Ablagerungen von Calciumsalzen in normalem Gewebe 
ist das Uberschreiten der Léslichkeitsverhaltnisse. 

Die Vorstellung iiber das Entstehen der Kalkablagerungen bei 
Stoffwechselstérungen steht also in naher Beziehung zu den dargestellten 
Anschauungen iiber das Entstehen der ,,dystrophischen“ Verkalkung 
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Nephelometrische 
Untersuchungen iiber fermentative EiweiGspaltung. 


VII. Mitteilung!?: 
Der Einflu8 von TIonen auf die Stabilitit des Trypsins. 


Von 


P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 9. Marz 1928.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


‘ 


In den vorangehenden Arbeiten (vgl. zweite und fiinfte Mitteilung) 
ist die Wirkung von Ionen auf Proteasen einer Untersuchung unterzogen 
worden. 

Bei der peptischen Spaltung von SerumeiweiB konnte gezeigt 
werden, daB ein Zusatz von Kationen bei variierter H-lonenkonzen- 
tration gleichsinnig, wenn auch quantitativ weit schwicher wie ein 
H-Ionenzusatz bei der jeweiligen Aziditaét des Versuchs wirkte. Durch 
Kationenzusatz konnte Férderung oder Hemmung der Pepsinwirkung 
erzielt werden, je nachdem die Einwirkung auf der alkalischen Seite 
des H-Ionenoptimums der Spaltung, im Optimum selbst oder auf 
der sauren Seite stattfand. 


Da bei diesen Untersuchungen noch nicht zu entscheiden war, 
ob die zugefiigten Ionen auf das Ferment oder das Substrat wirkten, 
wurde jetzt der loneneinfluB auf Fermente zunachst nicht an der 
Wirkung, sondern an der Stabilitaét der Fermentlisung erprobt. 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
Riochemische Zeitschrift Band 196. 12 
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In der fiinften Mitteilung ist der EinfluB der H-Ionenkonzentration 
auf die Stabilitat des Trypsins in wisserigen Pankreasextrakten gepriift 
worden. 


Es konnte gezeigt werden, daB bei einem pg von etwa 1,7 ein 
Optimum der Trypsinstabilitét liegt. Hier betrug die Schadigung 
des Ferments unter den gegebenen Bedingungen nur 3 bis 4°, wahrend 
sie bei einem pg von etwa 3 bis 11 20 bis 30°, betrug. 


In der vorliegenden Arbeit wird die Stabilitat des Trypsins in 
wisserigen Extrakten bei Zufiigung verschiedener Elektrolyte von 
verschiedener Wertigkeit gepriift. Hierbei wird zunachst die Wirkung 
der Elektrolyte bei konstantem py in einem méglichst neutralen Gebiect 
untersucht. Dann wird die Abhiangigkeit der Elektrolytwirkung von 
der Elektrolytkonzentration bei verschiedener Aziditaét untersucht 
und schlieBlich wird die Wirkung physiologischer Safte, wie Magen- 
saft, auf die Trypsinstabilitat und auf ihren Elektrolytgehalt bezogen 


Voraussetzung fiir diese Untersuchungen war die Anwendung 
der in unseren vorangegangenen Arbeiten beschriebenen nephelo-. 
metrischen Methoden zum Studium der Proteasenwirkung. Diese 
gestatten, mit hochverdiinnten Fermentlésungen zu arbeiten. Hohe 
Verdiinnungen sind aber die Voraussetzungen fiir unsere Untersuchungen, 
da es durch sie méglich ist, praktisch elektrolytfreie Fermentausziige 
der Ioneneinwirkung auszusetzen, vor allem aber, weil sie erméglichen 
die der Ionenwirkung ausgesetzten Fermentlésungen zur Spaltung 
selbst noch so weit zu verdiinnen, daS eine Elektrolytwirkung auf 
den Spaltungsvorgang selbst nicht in Frage kommt und die Ionen- 
wirkung allein auf die vor der Spaltung erfolgte Einwirkung auf die 
Fermentlésung zu beziehen ist. 


Alle Versuche wurden mit wisserigen, ungereinigten Ausziigen 
aus Pankreastrockenpulver angestellt. 


Die Anwendung ungereinigter Praparate hat ihren Grund nicht 
in der Schwierigkeit, elektrolytfreie gereinigte Fermentlésungen herzu- 
stellen, die dann der Einwirkung bestimmter Elektrolytkonzentrationen 
unterworfen werden, sondern darin, dab die Ergebnisse an ungereinigten 
Fermentausziigen mit denen an gereinigten Fermenten spater ver- 
glichen werden sollen, um festzustellen, ob die Elektrolytwirkung auf 
abtrennbare Begleitstoffe des Ferments erfolgt oder auf den mit dem 
Ferment fest verbundenen Trager selbst. Fiir alle physiologischen 
Fragestellungen ist auBerdem gerade die Elektrolytwirkung auf Fer- 
mente mit ihren Begleitstoffen von Bedeutung. 


Als Ergebnis der vorliegenden Arbeiten lieB sich feststellen, dali 
nicht nur durch eine bestimmte H-Ionenkonzentration sich eine Stabi- 
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lisierung von Trypsinlésung erreichen lieB, sondern auch durch bestimmte 
Konzentrationen anderer Elektrolyte. Es gelang nachzuweisen, daB 
die Wirkung am Kation hangt und von der Wertigkeit desselben in- 
sofern abhangt, als die Konzentration zur Stabilisierung um so kleiner 
ist. je héher die Wertigkeit des angewandten Kations ist. Es ist also 
die Ladung des zugefiigten Kations, die die Stabilitat von Trypsin- 
lisung bedingt. Dementsprechend ist bei Erhéhung der H-Ionen- 
konzentration vom neutralen Punkte aus eine immer kleinere Kat- 
ionenmenge notwendig, um das Stabilitétsoptimum zu_erreichen. 
Fine zu hohe Kationenkonzentration oder eine Zufiigung von Kationen 
beim H-Ionenoptimum bedingt eine Verminderung der Stabilitat. 
Kationen wirken also auch hier — wie bei der Pepsinspaltung — 
gleichsinnig wie H-lonen und daher je nach der vorhandenen H-lonen- 
konzentration verschiedenartig. 


Hierdurch ergibt sich eine Analogie der Trypsinstabilisierung (im 
ungereinigten Zustande des Ferments) mit dem bekannten Verhalten 
kolloidaler Lésungen. 

Il. 


Die Untersuchung der Stabilitat des Trypsins erfolgte stets in 
Ausziigen aus Pankreastrockenpulver im Verhaltnis 1: 200. Hier- 
durch unterschieden sich unsere Versuche von den in unseren friiheren 
Veréffentlichungen dargestellten Versuchen tiber die Stabilitat ven 
Pankreasausziigen bei variierter H-lonenkonzentration, bei denen wir 
Extrakte im Verhaltnis 1 : 9000 untersuchten. 


Das Arbeiten mit héherer Konzentration war notwendig, weil 
wir teilweise zur Erreichung vélliger Stabilitaét mit Salzzusatzen sehr 
stark hinauf, beispielsweise bis zu einer Konzentration von dreifach 
normal, gehen muBten. Um nun keinerlei Salzwirkung beim Spaltungs- 
vorgang selbst zu erhalten, mubte die Méglichkeit starker Verdiinnung 
des untersuchten Fermentauszugs gegeben werden. Bei der durch- 
schnittlichen Fermentkonzentration von 1 : 150000 bei der endgiiltigen 
Spaltung betrug selbst bei der héchsten Salzkonzentration von dreifach 
normal in einem Pankreasauszug 1:200 der Verdiinnungsbereich 
das 750fache, also die Salzkonzentration bei der Spaltung n/250, 
was bei den in dieser Konzentration allein in Frage kommenden ein- 
wertigen Ionen ohne jeden EinfluS ist. 


Das Prinzip der Versuche, deren Anordnung im experimentellen 
Teil wiedergegeben wird, beruht darauf, einen wasserigen Auszug aus 
Pankreaspulver mit einer Elektrolytlésung so zu vermischen, dab 
sie beim endgiiltigen Auffiillen auf ein konstantes Volumen (1 : 200) den 
zur Untersuchung gewiinschten Elektrolytgehalt bei einem bestimmten 
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pu besitzt. Der erwiinschte pq wird durch Zusatz einer empirisch 
ausgeprobten Menge Saure vor dem Auffiillen auf das Endvolumen 
erreicht. 

Mit einem Teil dieser Lésung wird unmittelbar nach ihrer Be 
reitung ein bestimmtes Substratsystem (bei unseren Versuchen eine 
mit Phosphatpuffern versetzte Natrium-Caseinatlésung) gespalten und 
der Verlauf der Spaltung iiber eine bestimmte Zeit (2 Stunden) durch 
vier Entnahmen nach 30, 60, 90 und 120 Minuten festgelegt. Der 
restliche Teil der untersuchten Ferment-Elektrolytmischung _ bleibt 
fiir genau | Stunde bei 37° im Thermostaten. Sodann wird mit 
einer gleichen Menge der Fermentlésung an einem vollig gleichen 
Substratsystem eine zweite Spaltung ausgefiihrt. Die beiden Ansiitze 
fiir die Spaltung unmittelbar nach Bereitung der Fermentmischung 
sowie nach einstiindigem Stehen bei 37° unterscheiden sich allein 
dadurch, daB die zweite Fermentliésung eine Stunde lang vor der 
Spaltung stehengelassen wird. Der Unterschied der EiweiBumsiitze 
in den beiden Zeit-Umsatzkurven, in denen die Spaltung dargestellt 
wird, ist also allein auf die Schidigung des Ferments unter den ge- 
gebenen Bedingungen zu beziehen. Die Schadigung wird durch das 
Flachenstiick wiedergegeben, das durch die Differenz der Eiweil). 
umsitze beider Kurven entsteht. Waren keine Schaidigungen vor. 
handen, so wiirden sich beide Kurven decken. Wir haben zur De. 
finierung der Schadigung im folgenden nicht die Flache der beiden 
Kurven berechnet, sondern an ihrer Stelle die Differenz der Eiweil- 
umsiitze zu drei verschiedenen Zeiten ermittelt, sie prozentisch gegen 
den Umsatz der ersten Spaltung errechnet und den Durchschnitts- 
wert angenommen. Diese Definition der Schadigung in Prozenten 
ist also zu beziehen auf die von uns aus praktischen Gesichtspunkten 
gewahlte Darstellung. Sie bietet fiir den Vergleich ein durchaus zu. 
verlassiges MaB. Zu betonen ist, daB die Errechnung der Schadigungen 
nach den graphischen Darstellungen der Zeit-Umsatzkurven erfolgte 
Die Zugrundelegung des Spaltungsverlaufs an Stelle einzelner Umsatz 
zahlen erméglicht es, die Schwankung durch Versuchsfehler bei den 
einzelnen Umsatzpunkten auszuschlieBen. 

Betrachten wir zunachst das Verhalten eines Auszugs von Pankreas 
trockenpulver in Aqua dest. im Verhialtnis 1: 200. Derselbe weist 
bei einstiindigem Stehen eine Schidigung von rund 45°, auf. 
Wasserschadigung: 46° (siehe Exper. Teil, Versuch XVIII und XXIII). 
Wasserschaidigung: 42°, ( ,, ‘ - * - ” 

Dieser Wert, der durch die beiden obigen Beispiele belegt wir: 
ist durch zahlreiche Wiederholungen bestitigt worden. Der Unterschiv! 
bei der Reproduktion der Versuche — dies gilt fiir alle Versuche 
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kann mehrere Prozent betragen, schwankt aber gewoéhnlich nicht 
mehr als zwischen 3 bis 4°,. 

Diese Schiidigung von 45°, bei einem py von 5 bis 6 unter- 
scheidet sich von der in unserer fiinften Mitteilung angegebenen 
von etwa 20 bis 30°,, was dadurch bedingt ist, daB die Pankreas- 
auszugskonzentration 1: 200 an Stelle der von 1: 9000 zugrunde 
gelegt wurde. 

Fiigt man nun dem wasserigen Pankreaspulverauszug bei gleich- 
bleibendem py von etwa 5 bis 6 steigende Mengen von einwertigen 
Elektrolyten, z. B. Kochsalz, zu, so sieht man, daB bei einem bestimmten 
Gehalt an Kochsalz die Fermentlésung nahezu stabil bleibt. Die 
zweite Langsspalte in Tabelle I zeigt, daB ein Zusatz von NaCl von 
n 100 bis n/50 keinen EinfluB auf die Stabilitat ausiibt, bei einer Kon- 
zentration von n/10 bis n/l die Schidigung aber deutlich geringer 
wird, diese bei einer Konzentration von zweifach normal nur 5°, 
betrigt und bei weiterer Erhéhung auf dreifach normal wieder ansteigt. 
Ein véllig gleiches Verhalten zeigen Trypsinlésungen bei Zusatz von 
Na, SO,-Lésungen. Auch hier ist der Einflu8 bei n/50 sehr gering 
oder gar nicht vorhanden, nimmt dann bei weiterer Konzentrations- 
steigerung zu, erreicht bei einem Gehalt von zweifach normal ein 
Optimum von nahezu volliger Stabilitat, um bei weiterer Erhéhung 
das Optimum zu iiberschreiten. Die Versuche werden gut’ erliutert 
durch die Abb. 1, die uns die starke Schidigung bei einem Gehalt 


Tabelle I. 


Zusammenstellung der Versuche iiber Stabilisierung mit einwertigem 
Kation (Na’) bei verschiedenem Anion (Cl’ und 80%) bei einem px von 5 bis 6. 





Schadigung in °/9 abgerundet 


Normalitat onenes on eae as Versuch 
NaCl Na, SO, 
n/100 40 39 I 
n/100 40 - Il 
n/50 41 31 Ill 
n/60 19 is IV 
n/5 _ 15 V 
n/l ~- 6 | V 
7 

n/1 10 8 | VI 
18n -- 3 Vill 
2n 5 5 Vu 


3n 15 11 VITT und IX 
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von n/50 NaCl und Na, SO, zeigt, wie durch Abb. 2, die die nahi 


vollige Stabilitat bei einem Gehalt von zweifach normal NaCl wn 
Na, SO, wiedergibt. 
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Minuten Spaltungszeit Minuten Spaltungszé f 
Abb. 1. Abb, 2. 
AI—BI: Schiadigung bei n/50 NaCl. AI—BI: Schidigung bei 2n NaCl. 
All—BII: “ 1/50 Nay SO,. All—BII: a » 2n NaySO, 


Die gute Ubereinstimmung der Wirkung aquivalenter NaCl- und 
Na, SO,-Lésungen zeigt, daB fiir die Wirkung das Na-Ion verantwort- 
lich zu machen ist. 


Einen Uberblick iiber die Ergebnisse einer Versuchsreihe mit zwei- 
wertigen Kationen gibt Tabelle II. 


Betrachten wir auch hier zunichst die zweite Spalte, die uns 
die Wirkung verschiedener Konzentrationen von MgCl, bei einem ), 
von 5 bis 6 wiedergibt. Wir sehen, daB eine Konzentration von n/ 20) 
ohne jeden Einflu8 auf die Stabilisierung ist. Bei n/100 ist jedoch 
schon eine deutliche Wirkung sichtbar, die bis zu einem Optimum 
von einer Schadigung von 8°, bei einer Konzentration von n/10 an 
steigt, um dann bei Uberschreitung des Optimums bei einer Steigeruny 
des MgCl,-Gehalts wieder abzusinken. Ein véllig gleiches Verhalten 
zeigt die dritte Langsspalte, die die Wirkung von MgSO, darstellt 
Hier liegt das Optimum mit einer Schidigung von 7 bis 8°, bei einem 
Konzentrationsbereich zwischen n/50 bis n/10. Erlautert werden cic 
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Tabelle II. 


Zusammenstellung der Versuche iiber Stabilisierung mit 





zweiwertigen 


Kationen (Mg’) bei verschiedenem Anion (Cl’ und SO‘) bei einem px von 


etwa 5 bis 6. 





Normalitat Mg Cl, MgSO, 
Jy Schadigung °/, Schadigung 

n/500 th 50 
n/200 43 D9 
n 100 26 | : ‘ a4 
n/100 23 | 245 
n/D0 16 8 
n 59 ba 3l7 
n/5! 10 | 
n 26 16 ne 
n/25 _ 
n/25 ‘ 10 | 7.5 
n/10 8 arte 
n/10 ‘ 8 
n/5 20 
nl an 18 
n/I 19 es 
15n 19 va 


Versuch 


X 

XI 
Xl 
XVI 
XI 
XV 
XIV 
XX 
XIV 
XV 
XVI 
XVII 
XIX 
XVIII 
XX 
XIX 


Versuche durch Abb. 3 und 4, die die Stabilisierung durch n/10 MgCl, 
und MgSO, darstellen, wie durch Abb. 5, die neben der Darstellung 
des Wasserwertes eine Schidigung bei Uberschreiten des Salzoptimums 


bei einer Konzentration von n MgSO, zeigt. 
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Abb. 3. 


AI—BI: Schidigung bei n/10 MgClo. 


| 


Tabelle II zeigt uns, da ebenso wie in Tabelle I aquivalente 


Salzlésungen mit gleichen Kationen, 


aber verschiedenen Anionen 


einen gleichen Gang aufweisen, da also die stabilisierende Wirkung 
AuBerdem zeigt Tabelle II, 


auf das Kation zuriickzufiihren ist. 
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daB im Gegensatz zu TabelleI, die das Optimum des einwertigen 
Kations bei einer Konzentration von etwa zweifach normal darstellt. 
das Optimum der stabilisierenden Wirkung bei zweiwertigen Kationen 
in einem Konzentrationsbereich von etwa n/50 bis n/10 liegt. 
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Abb. 4 (siehe Tabelle XVID. 
AI—BI: Schadigung bei n/10 MgSO,. 
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Abb. 5 (siehe Tabelle XVIII). 
AI—BI: Schidigung bei n/1 MgSO,. ATII—BII: Schadigung in Aq. dest. 


Versuche, mit dreiwertigen Kationen zu stabilisieren, wurden 
mit Al,(SO,), durchgefiihrt. Die Versuche mit Aluminium bedingten 
eine Reihe von Schwierigkeiten, die die Ergebnisse nicht mit der- 
jenigen Klarheit darzustellen gestatten, wie die Versuche mit Na 
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und Mg’. Die Al,(SO,),-Liésungen reagieren stark sauer. Es wurde 
nun 80 vorgegangen, daB zu den Al,(SO,),-Lésungen so viel Natrium- 
hydroxyd zugegeben wurde, daB die Lésungen gerade noch keine 
Ausfallungen zeigten. Bei einstiindigem Stehen bei 37° mit dem Ferment- 
auszug traten aber dann doch mitunter Ausflockungen ein, die sich 
beim endgiltigen Verdiinnen des Ferments wieder listen. Der Zusatz 
von Natriumhydroxyd bedingte aber weiter einen Gehalt von Na 
neben Al”. Obgleich derselbe meist klein blieb, wurde die Stabilitat 
der durch Al” stabilisierten Lésung nicht wie bisher gegen den Wasser- 
wert verglichen, sondern gegen eine Lésung, die denselben Na -Gehalt 
wie die Al”-Lésung hatte und die durch ausgeprobte HCl-Zusiitze 
auf die gleiche Aziditaét gebracht worden war. DaB die Versuche bei 
einem py von 3 bis 4 an Stelle von 5 bis 6 angestellt werden muBten, 
ist von geringerer Bedeutung, da die Wasserschadigung bei einem 
py von 3 bis 4 nicht sehr stark von den Werten von pg 5 bis 6 abweicht 
(vgl. Mitteilung V). 
Eine Ubersicht iiber die Versuche gibt Tabelle IIT. 


Tabelle III. 


Zusammenstellung der Versuche iiber Stabilisierung mit dreiwertigem 
Kation (Al) bei px etwa 3 bis 4. 





Schadigung in °/, ‘ 
Versuch 


— —|} 








N ita » . 

ormalitat Als(SO,)s + NaySO, donk Ts So, 

n/100 12 n/2 ) Etwa 40 XXI 
n/100 é| ar n/200 | — Wasser- XXII 
n/100 Tt ad 0/200 | schidigung XXUI 
n/100 6 n 290 Na, SO, XXIV 
n/50 3 n/169 ohne Finflu& XXV 
n/25 11 n/50 25 XXVI 
n/10 19 | 16.5 n/30 7 XXVII 
n/10 18} °~’ n/39 11 XXVIII 


Die Tabelle III zeigt, da®B Al” schon bei einer Konzentration 
von n/100 sehr stark stabilisiert (8,5°%, Schadigung). Der Gehalt 
von n/200 Na, das auBerdem in der Lésung vorhanden ist, bedingt 
allein keine Wirkung (Schadigung etwa 40°). Bei einer Konzen- 
tration von n/10 Al” wachst die Schidigung wieder deutlich, doch 
hier ist schon eine Wirkung des n/30 Na-Gehalts vorhanden, der 
sich von der Wirkung der gleichen Konzentration in Tabelle I dadurch 
unterscheidet, daB er bei einer anderen Aziditat erfolgt. Héhere Kon- 
zentrationen Al” waren aus methodischen Griinden nicht untersuchbar. 
Tabelle III zeigt aber deutlich, daB bereits eine Konzentration 





186 


P. Rona u. H. Kleinmann: 


n/100 Al” hohen Schutz gewihrt, daB also das dreiwertige Katio: 
in geringerer Konzentration wirksam ist als das zweiwertige. Als 


90 


80} 


0 7) 


Abb. 6. 
AI—BI: Schadigung bei n/100 Al, SO, 
+ n/100 NaSOy. 
All: Schadigung bei n/200 Nay SQO,. 
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Beispiel hierfiir diene Abb. 6, die uns 
die Wirkung von n/100 Al,(SO, 
+. n/200 Na’ gegeniiber einer 
n/200 Na, SO, zeigt. 


Ii. 

Bei einem py von etwa 5 bis 6 
hingt die Stabilitat der Trypsin 
lésung von der Konzentration und 
der Wertigkeit der inihr vorhandenen 
Kationen ab. Zur Priifung de: 
Frage, wie sich die Wirkung der 
Kationen verschiedener Konzen- 
tration und Wertigkeit bei Ande. 
rung der H-lonenkonzentration 
verhalt, diene eine Gruppe von 
Versuchen, die durch Tabelle IV 
dargestellt wird. 

Die Versuche sind in zweifacher 
Weise angestellt, einmal, indem 
verschiedene Konzentrationen von 
Kationen bei einem bestimmten ), 
von etwa 3 zur Einwirkung kom 
men, und zweitens, indem die gleiche 


Konzentration auf Lésungen verschiedener Aziditaten wirken gelassen 
wird. Wegen der Schwierigkeit des Arbeitens mit Al” wurden nur 


Na und Mg’ untersucht. 


Die Tabelle IV zeigt zunichst (Versuche | 


Tabelle IV. 


Zusammenfassung der Ergebnisse iiber Elektrolytwirkung bei variiertem jx. 
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Normalitat 


NaCl 
n/100 
n/5) 
n/22 
n/2 
1.8n 
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MgCl, 
n/3l 
n/31 
n/29 
n/294 


Schidewne —py_—_| Stddieume | Versuch 
10 5—6 40 XXX 
16 5—6 41 XXX 
23 5—6 10—20 XXXI 
37 5—6 10—20 XXXI 
38 5—6 5 XXXII 

5,2 5—6 5 XXXII 
10 XXXIil 
8 XXXII 
27 XXXI\ 
10 XXXIV 
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und 2), daB NaCl-Lésungen von n/50 und n/100 Gehalt, die bei einem 
py von 5 bis 6 gar keine Wirkung ausiiben (vgl. Lingsspalte 4), bei pq 3 
bis 4 deutlich stabilisierend wirken. Bei hoéherer H-lonenkonzentration 
geniigt also eine geringere Na-Konzentration zur Stabilisierung. In 
unmittelbarer Nahe des H-lonenoptimums der Stabilisierung, bei einem 
pa von 2,7 (Versuche 3 und 4) bewirkt ein Gehalt von n 20 NaCl eine 
deutliche Schadigung, die bei Erhéhung der NaCl-Konzentration auf 
n 2 noch weiter zunimmt. Der Na-Zusatz wirkt also in gleicher Weise 
wie ein H-Ionenzusatz, durch dessen Erhéhung bei einem py von 2,7 
das Optimum der Stabilisierung iiberschritten worden wiire. Das gleiche 
Bild geben die Versuche 5 und 6. Wahrend bei einem py von 4,9 ein 


£ 
S 


EiweiBspaltung in % 





Fic. Me 0 —=— 
Minuten Spa/tungsze/t 
Abb. 7 (siehe Versuch XXXII). 
AI-—BI: Schadigung in 2n NaCl bei py, 2.6 
All-BIl: ” ee 
Gehalt von etwa zweifach normal NaCl stabilisierend wirkt, wirkt er 
in der Nahe des H-lonenoptimums (der Stabilisierung) von 2,6 stark 
schadigend. Die Wirkung des Na bei variierter H-lonenkonzentration 
gleicht, wenn auch quantitativ nicht so stark, so doch qualitativ vollig 
der Wirkung eines H -lonenzusatzes bei der untersuchten Versuchs- 
aziditat. Das gleiche Ergebnis zeigen die Versuche mit MgCl,. Bei 
einer Aziditét von 4.7 bis 5.8 stabilisiert ein MgCl,-Zusatz von n/30 
deutlich, bei einem pg von 2.4 wirkt er schwiicher, wahrend bei einer 
Konzentration von n/300 kaum die bei dieser Aziditat zu erwartende 
Stabilitét beeinfluBt wird. 
Als Beispiel fiir die Versuche dienen Abb.7, 8 und 9. Abb. 7 
zeigt uns die verschiedene Wirkung von zweifach normalem NaCl 





188 P. Rona u. H. Kleinmann: 


bei einem py von 2,6 und 4,9. Abb. 8 und 9 zeigen uns die verschiedenc 
Wirkung von n/30 und n/300 MgSO, bei einem py von 2.2 und 2.4 
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Abb. 8. Abb. 9. 


A I—BI: Schadigung in n/30 MgSO, bei Py 2.4. ATI—BII: Schidigung in n/300 MgSO, bei py, 2.2 
IV. 

Die Beobachtung, daB Kationen gleichsinnig wie H-Ionen die 
Stabilitaét von Trypsin beeinflussen, da also die Summe aller vor- 
handenen Kationen fiir die Wirkung verantwortlich ist, erklart das 
zunachst tiberraschende Verhalten von Magensaft gegeniiber der 
Trypsinstabilitat. LaBt man frischen Magensaft, wie er nach einem 
Wasser-\WeiSbrotprobefrihstiick ausgehebert werden kann, nach Fil- 
tration und bei der physiologischen Aziditat von etwa py 2 auf eine 
Trypsinlésung einwirken, so wird die Fermentwirkung durch die Pepsin- 
einwirkung in wenigen Minuten vernichtet (s. Versuch XXXV). Kocht 
man aber den Magensaft ab, so findet man noch immer eine starke 
Schwachung des mit ihm verdiinnten Fermentes, obgleich in einer 
wisserigen Lésung gleicher Aziditaét das Ferment praktisch stabil ist 
da die Aziditét von etwa py2 das H-lonenoptimum der Stabilitit 
darstellt. Diese Einwirkung von Magensaft ist bei verschiedenen 
Fermentarten des Handels gleichartig, aber bei einem Priparat, das 
Elektrolyte enthalt, stirker als bei einem reinen Pankreastrocken- 
pulver. Beide untersuchten Praparatarten zeigen aber an sich in einer 
wisserigen Lésung bei einer Aziditat von py 2 vollige Stabilitat 
(Schadigung 4°, Versuch XX XVIII). Abb. 10 zeigt uns das Verhalten 
gekochten Magensaftes im Vergleich zu einer wiasserigen Lésung gleicher 
Aziditat (Abb. 11). 

Dieses Verhalten des Magensaftes beruht auf seinem Gehalt an 
Elektrolyten. La&t man auf eine Fermentlésung nicht den Magensaft. 
sondern eine wasserige Lisung der nach Veraschung des Magensaftes 
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ne erhaltenen Salze einwirken, so sieht man, dab das Ferment in dieser 
4 Losung weit starker geschidigt wird, als in einer wisserigen Vergleichs- 
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Abb. 10. AT—BI: Schadigung im abgekochten Abb. 11. ATI—BII: Schadigung in salzsaurer 
Magensaft bei pj, 1,88 (vgl. S. 192). Lésung von Pyxq 2.04 (vgl. S. 192). 
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t Abb. 12, AI—BI: Schadigung in salzsaurer Lésung von Py 1,81 + Magensaftasche (vgl. Vers. XLI). 
B $0-—_——____————_— a 
4 4 
| 
40) j 
ae 
= 
l © 30} 
5 
> | 
S 20} | 
* 
WG | | 
40} i 





0 30 60 90 120 
Minuten Spa/tungszeit 


Abb. 13. AII—BII: Schadigung in salzsaurer Lésung von Py 1,69 (vgl. Versuch XLI) 


léisung gleicher Aziditaét ohne Elektrolytzusatz. Dies wird im 
Versuch XLI gezeigt. Als Beispiel dient Abb. 12, die die Schadigung 
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bei pu 1,81 + Magensaftasche mit 23°, wiedergibt, wahrend nach 
Abb. 13 eine wiisserige Lisung von pq 1,69 ohne Magensaftasche nur 
4°, geschidigt wird. 

Nach den Versuchen in Abschnitt LL ist dieses Ergebnis so zu 
verstehen, das der Zusatz von Kationen im Azidititsoptimum von 
pu etwa 2.0 so wirkt, wie eine Erhéhung der H-lonenkonzentration 
also aus dem Optimum herausfiihrt. 


Experimenteller Teil. 
1. Die Fermentlésung. 

Zur Herstellung der Fermentlésungen dienten, soweit nicht in den 
Tabellen anders angefiihrt wird, nach den Wéillstdtterschen Vorschriften 
hergestellte Pankreastrockenpulver. Gewéhnlich wurde | g Pankreastrocken - 
pulver mit 20cem Aqua dest. einige Minuten bei 37° digeriert, abfiltriert, 
das Filtrat mit einer Salzlésung und zur Erzielung eines bestimmten py, 
wenn notwendig, mit einer ausgeprobten Menge HCl versetzt und dann mit 
Aqua dest. zu 200 aufgefiillt. Nach Verdiinnung mit Aqua dest. auf eine 
zur Spaltung geeignete Konzentration (meist 1: 15000) wird das Ferment 
auf das bereits vorgewarmte Substratsystem einwirken gelassen. Der 
Restteil der Fermentlésung 1 : 200 blieb 1 Stunde bei 37° im Thermostaten, 
worauf in gleicher Weise ein Fermentversuch ausgefiihrt wurde. 


2. Salzlésung. 

Als Elektrolyten dienten, soweit nicht anders gesagt, Priaparate pro 
analysi Kahlbaum. Sie wurden in héherer Konzentration als im Versuc!: 
gebraucht bereitet, damit durch Zusatz eines berechneten Volumenteils 
zu der Fermentlésung bei der endgiiltigen Konzentrationseinstellung dix 
gewiinschte Salzkonzentration vorlag. 


3. Der Spaltungsversuch. 
Die Methode der Fermentspaltung ist genau die gleiche wie in unsere: 
Veréffentlichung V beschrieben. Als Beispiel fiir die Versuchsanordnung sei 
je ein als Versuchsansatz fiir die verschiedenen Versuchsgruppen gegeben. 


I. Einflu8 von einwertigen Kationen. 


Substratsystem: 120cem Caseinlésung (0,25%, vgl. Mitteilung V), 
150 cem m/15 Phosphatpuffer, pq 7,87, Aqua dest. 460 cem. 


Fermentlésung I. 
4ceem Trypsinlésung 1g + 20cem Aqua dest., 
einflieBen lassen in 36cem 2n NaCl. 
Fermentlésung 1: 200 in 1,8n NaCl >F 1, py 5,25. 
verdiinnt 1: 85 
Fermentlésung 1: 17000 in n/47 NaCl 


Fermentlésung II. 
4cem Trypsinlésung 1g + 20cem Aqua dest., 
einflieBen lassen in 36cem 2n Na,SO, 
Fermentlésung 1: 200 in 1,80n Na,SO, F I, py 4,43. 
verdiinnt 1:85 = 
Fermentlésung |: 17000 in etwa n/47 Na, SO, 








mil 
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Angesetzt: 

IA 

36cem Substrat 
4ceccm Fermentlésung F I 

(vor der Schadigung) 

1B 

36 ccm Substrat 
4ccm Fermentlésung F I 
(nach der Schadigung) 


ITA 
36 ccm Subst rat 
+ 4ceem Fermentlésung F I 
(vor der Schiadigung) 
IB 
36 cem Substrat 
4cem Fermentlésung F I 
(nach der Schadigung) 


Il. Einflu8 von zweiwertigen Kationen. 


Der Ansatz entspricht véllig demjenigen wie bei einwertigen Kationen. 


Ill. Versuche mit dreiwertigen Kationen. 


Versuch iiber den Einflu8 von n/100 Al,(SO,), auf Trypsin im Vergleich 
mit einer entsprechenden Na,SO,-Lésung. ; 


Substratlésung : 


120 cem Caseinlésung 


150 cem m/15 Phosphatpuffer py 7,82 
Aqua dest. zu 430 cem 


Angesetzt : 
Al 
36 cem Substrat 
4cem Fermentlésung F I 
(vor der Schadigung) 
BI 


36 cem Substrat 
4cem Fermentlésung F I 
(nach der Schaédigung) 


All j 
36 cem Substrat 
-+- 4cem Fermentlésung F I 
(vor der Schédigung) 


BI 


36 cem Substrat 
+ 4ecem Fermentlésung F I 
(nach der Schadigung) 


Ferment: Pankreasdispertpulver (Krause) 1g +- 20cem Aqua dest. 


Fermentlésung I 
4cem Fermentlésung 1: 20 
einflieBen lassen in Lésung: 
10 cem n/25 Al,(SO,), 
+ 20cem n/100 NaOH 
6cem Aqua dest. 


FI = Trypsin 1: 200 in n/100 
Al, (SQ,), + n/200 Na, SO, 
FI verdiinnt 1: 80 ccm 
Ferment 1: 16000 in n/8000 
Al,(SO,4), + n/16000 Na, SO, 


Fermentlésung II 
4cem Fermentlésung 1: 20 
einflieBen lassen in Lésung: 
10 cem n/50 NaOH 
+ 10cem n/50 H,SO, 
+ 16cem Aqua dest. 


Fermentlésung IT Trypsin 1: 200 
in n/200 Na, SO, 

F II verdiinnt 1: 80 cem 

Fermentlésung F IT 1: 16000 in 
n/16000 Na, SO, 
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Lésung F I war vor der Zugabe der 4 cem Fermentlésung 1 : 20 leici): 


getriibt und wurde deshalb filtriert. Die klare Lésung wurde dann dure}) 
Zugabe der 4cem Fermentlésung 1: 20 deutlich getriibt. 


1V. Uber den Einflu8 von Magensiiften. 


und 11) gegeben. 


lésung im Vergleich mit einer HCl-Lésung gleicher Aziditat. 


Magensaft-Titrationsaziditat 


50/62, pa = 1,04, 


nach 


Als Versuchsansatz sei als Beispiel der Versuch XXXVI (Abb. 10 
Versuch iiber den Einflu8 von Magensaft (abgekocht) auf Trypsin- 


15 Minuten 


langem Kochen, 20cem mit 6,7 cem n/10 NaOH auf pq = 1,6 gebracht. 


Phosphatpuffer m/15, px 


2 eem einer Pankreonlésung, 
1 g gelést in 20 cem Aqua dest. 
filtriert, zuflieBen gelassen zu 
18cem abgekochten und fil- 
trierten Magensaft 

Ferment 1: 200 in Magen- 


saft 


pu = 1,88. Zum Versuch ver- 
diinnt 1:75, Fermentlésung 
1: 15000, im Magensaft etwa 
1: 75. 


Fermentlésung I 


(verdiinnt um 10%), 





wenige mitgeteilt werden. 


= 7,99. 


FI 


Fermentlésung II 


4cem einer Pankreon- 
lésung, lg mit 20ccem 
Aqua dest. gelést, filtriert, 
zuflieBen gelassen zu 20cem 
Aqua dest. + 8cem n/10 
HCl 

Fermentlésung 1: 200 
in n/50 HCl, po = 2,04. 
Zum Versuch’ verdiinnt 

11:75, Fermentlésung 

1: 15000 in m/3750 HCl. 


Auszug aus den Protokollen. 


Versuch IV. 
Versuch iiber den EinjluB von n/10 NaCl und n/10 Na,SO,. 


9° II. %° 


Fermentlésung I. Pankreasauszug 1: 200 in n/10 NaCl, px 5,80. 





F Il 


Von den Tabellen kénnen der Raumersparnis wegen nur einige 


1: 200 in n/10 Na, SO,, px 5,82. 
Fermentverdiinnung 1: 190000, pa der Spaltung 7,78. 





Min. 


60 


120 





vor der Schidigung | 


EiweiBspaltung in °/o 





nach der Schadigung 





Al Al | BI 
10,3 17,0 13,1 
30,3 34,2 _ 
51,1 50,8 39,4 
60,6 64,2 48,8 


I Schadigung 

Min. 0/ 
B Il y ' { m 
42 | 40 18 | 18 
ot 80 | 19 | 18 
54.2 | Durchsehnitt: || 49 18 
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Bicht Versuch VI. 


urch Versuch iiber den EinfluB von n/1 Na,SO, und n/1 NaCl. 


Fermentlésung I. P.-A. 1: 200 in n/1 Na,SO,, px 6,41. 
oe II. P.-A. 1: 200 in n/1l NaCl, pa 5,07. 


Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 150000, pq der Spaltung 8,01. 








b. 10 EiweiSspaltung in °/ Schidigung 
Min. vor der Schadigung mach der Schadigung Min, 9%, 
sin al \ a i 1 u 
uten 30 19,0 16,0 17.7 | 158 40 12 12 
wht. 60 35,7 31,8 324 | 298 80 6 10 
gO 59,8 48.3 44,2 44,2 120 7 gy 
120 62,6 58,8 58.4 51.6 Durchschnitt: g 10 


Versuch XII. 


Versuch iiber den EinjluB von n/100 MgCl, und n/100 MgSO,. 
Fermentlésung I. P.-A. 1: 200 in n/100 MgCl,, px 5,65. 











‘ii Il. P.-A. 1: 200 in n/100 MgSO,, px 5,70. 
Pil Fermentverdiinnung bei der Spaltung | : 200000, px der Spaltung 7,89. 
EiweiSspaltung in °/ Schidigung 
Min.| vor der Schadigung nach der Schadigung Min. | % 
Al All Bi | Bn i we 
Lige 30—:19.0 18,7 21,8 14,9 40 27 «17 
60 34,7 34,2 28,4 24.5 80 27 | 22 
9 533 50,1 41,0 363 —«:120 25 24 
120 67,5 61,3 47,6 46,7 Durchschnitt: 26 | 21 


Versuch XV. 
Versuch iiber den EinfluB von n/25 MgSO, und n/50 MgSO,. 


Fermentlésung I. P.-A. 1: 200 in n/25 MgSO,, px 5,36. 
2. - Il. P.-A. 1: 200 in n/50 MgSO,, pu 5,34. 


Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 170000, pq der Spaltung 7,91. 














” Eiweifspaltung in °/, Schadigung 
Min. vor der Schadigung nach der Schidigung 7" Min. %, 

rT Al Au | st BI te 

8 30 13,6 17.2 15,0 (3! 172 40 11 38 

8 60 % 44.8 33,7 354 | 303 80 1 | 8 

‘ 90 58,9 51,2 56.6 49,4 120 8 3 

8 120 76,4 66,8 702 | 647 Durehschnitt: 10 3 
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Versuch XVII (Abb. 4). 
Versuch iiber den Einflug von n/10 MgSO,. 


Fermentlésung I. P.-A. 1: 200 in n/10 MgSO,, px 5,24. 
Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 180000, pq der Spaltung 7,82 





EiweiSspaltung in °/, Schadig 
c ung 


Minuten “vor der Schidigung | nach der Schidigung Minuten 
Al | BI 
30 17,9 12,3 40 4 
60 31,1 29.4 80 6 
90 45,6 N 44.6 129 8 
120 56,2 51,6 Durehschnitt: 8 


Versuch XVIII (Abb. 5). 


Versuch iiber den EinfluB von n/1 MgSO, und Aqua dest. 


Fermentlésung I 1: 200 in n/1,11 MgS0O,, px 4,54. 
“ II 1: 200 ohne Salzzusatz, pq 5,35. 


Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 180000, pq der Spaltung 7,82. 











EiweifSspaltung in 9 Schadigung 

Min. vor der Schadigung nach der Schidigung _ Min OF, 
mrt All oT wa I 7 
30, 411 “oo (3% g022 3 418 40 7 52 
60 | 63,6 46.4 49.6 23.4 80 15 47 
90/1 730 “568 + 606 30,0 120 11 40 

| > 136’ >> 132’ 

120 7,7 63,6 72,4 41,0 Durchschnitt: 18 | 46 


Versuch XXII. 


Versuch iiber den EinfluB von n/100 Al, (SO,),. 


Fermentlésung I. P.-A. 1: 200 in n/100 Al,(SO,), und n/200 Na,(S0Q,), 
pu der Schadigung 3,67. 


Fermentverdiianung bei der Spaltung 1: 110000, py der Spaltung 7,78. 





EiweiBspaltung in 





Minuten Vor der Schidigung nach der Schidigung Minuten Schadigung 
Al Bl %, 
30 48,7 46,2 40 6 
60 74,0 68,1 80) 8 
90 82,2 75,9 120 4 
120 84,4 81.9 


Durchschnitt: 6 
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Versuch XXIII. 


Versuch tiber den EinfluB von n/100}Al,(SO,), und Aqua dest. 
Fermentlésung I. P.-A. 1: 200 in n/100 Al,(SO,), und n/200 Na, SO,, 
pu der Schaédigung 3,67. 

II. P.-A. 1: 200 ohne Salzzusatz, px der Schadigung 


” 


5,53. 


Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 160000, pq der Spaltung 7,82. 





Min. 


30 


99 
120 


my 
22,1 
54,8 
68,0 
76,7 


” 





Eiweifspaltung in °/» 


vor der Schadigung — 


Al BI 
18,5 27.0 
89.2 51.2 
54.6 62,7 
68,7 70.9 


“pach der Schadigung 


, 122 
9210 
30.3 
38,5 


Schadigung 
Min. oF, 
ae te 
49 14 39 
80 9 44 
120 8 44 
Durehschnitt: 10 42 


Versuch XXXII (Abb. 7). 

Versuch iiber den EinfluB von 2n NaCl bei variierter Aziditdt. 
Fermentlésung I. P.-A. 1: 200 in 1,8n NaCl, px 2,55. 
II. P.-A. 1: 200 in 1,8n NaCl, px 4,87. 
Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 140000, pq der Spaltung 7,52. 





Min. vor der Schidigung —nach der Schidigung _ 
| AI 2s ee BI 

30 21,0 39,0 11,5 , 36,9 

60 36.9 55,2 21,7 ' 50.0 

9 || 453 62,7 4» 20,0 60,9 

120 "2" 505 «| 714 22’ ga PT ggg 


EiweiBspaltung in ° 9 








Versuch XX XVIII. 








Schadigung 
Min. %, 
1 | ul 
l 
40 4| 7 
80 39 5 
12 4} 4° 


or 


Durchschnitt : 38 


Versuch iiber die Stabilitdt verschiedener Fermentprdparate bei optimaler px. 


Fermentlésung I. Auszug aus Pankreas Dispert (Krause medico) 
1: 200 in n/50 HCl, pp 2,04. 

Auszug aus Pankreon (Rhenania) 1: 200 in n/50 
HCl, px 2,04. 


Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 120000, py der Spaltung 7,85. 


” 


II. 





99 
120 


EiweiBspaltung in °/, 





vor der Schadigung 


_ nach der Schidigung — 





Al 


14.5 
24.5 
82.8 
38.4 


All 


“— 
I= 0S Se 
es ts Go 


wnt 
=~] C 


BI 


14.9 
23,1 
31,0 
38,1 


B Il 


14,9 
21,8 
29,8 
34,0 


Schadigung 

Min. Fo 
Pate 
40 6 3 
80 4 5 
120 3 5 
Durchschnitt: 4 4 


13* 
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Versuch XLI (Abb. 12 und 13). 
Versuch iiber den EinfluB von Magensaftaschenlésung bei einer pq von etwa ”. 


. Fermentlésung I. Pankreon-Auszug 1: 200 in um 10% verdiinnter 


Magensaftaschenlésung. 
- II. Pankreon-Auszug 1: 200 in n/30 HCl. 
pu der Schidigung I = 1,81, II = 1,69. 


Fermentverdiinnung bei der Spaltung 1: 100000, pq der Spaltung 7,89. 











EiweiBepaltung in %Jo Schadiguny 
Min. vor der Schadigung nach der Schadigung Min. % 

: a. AB | 83 BI a + e 
30 , 17,8 178! “170 | © 190 40 8 5 
60 | 5 32.8 97) gg6 4 o56 | & 920 80 22 | 3 
90 41,8 42.7| _ 31,8 , 89,8 120 18 | 3 
120 515 50,3| '% 444 | '7" 493 |“Durchschnitt. | 23) 4 


Magensaft (Titrationsaziditaét 19/29), 30cem verascht, Asche geldst 
in 1,08cem n HCl, aufgefiillt zu 27 cem, px 1,56. 


Zusammenfassung. 

ElektrolyteinfluB auf die Stabilitat wasseriger Trypsinlésung wird 
bei einem px von rund 5 bis 6 gepriift. NaCl wirkt in einer Konzen- 
tration von etwa zweifach normal unter den gegebenen Bedingungen 
stabilisierend ebenso wie Na,SQ,. 

MgCl, wirkt ebenso wie MgSO, bei einer Konzentration von n/50) 
bis n/10 stabilisierend. 

Al,(SO,), wirkt entsprechend schon bei n/100. 

Die Stabilisierung erfolgt also durch Kationen. Je héher die 
Wertigkeit des Kations, desto geringer die Konzentration, die zur 
Erreichung der Stabilisierung notwendig ist. Die Wirkung der Kationen 
auf die Stabilitat der Trypsinlésung ist gleichsinnig mit der H-Ionen- 
wirkung. 

Die Wirkung verschiedenwertiger Kationen wird bei variierter 
H-Ionenkonzentration untersucht. 

In dem H-Ionenstabilitatsoptimum von etwa pg 1.7 wirkt Kationen- 
zusatz schadigend. 

Die Stabilitat von ungereinigter Trypsinlésung hangt also vom 
Gesamtkationengehalt ab. 

Abgekochter Magensaft von einer normalen Aziditét (px |.) 
bis 2,0) wirkt auf Trypsinlésung schidigend. Diese Wirkung wird auf 
seinen Elektrolytgehalt zuriickgefiihrt, der, im H-Ionen-Stabilitats- 
optimum zugesetzt, Schadigung bedingt. 
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Untersuchungen iiber fermentative EiweiSspaltung’. 
Von 
P. Rona und E. Mislowitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 


Berlin.) 
(Eingegangen am 9. Marz 1927.) 


Bei der tryptischen Spaltung von Casein werden durch Lésen 
von CONH-Bindungen die urspriinglich vorhandenen Carboxyl- und 
Aminogruppen vermehrt. Die Zunahme der Aminogruppen (wie auch 
der Carboxylgruppen) erfolgt gleich zu Beginn der Fermentwirkung 
und setzt sich wihrend der Spaltung regelmaBig fort. Andere Unter- 
suchungsmethoden der tryptjschen Caseinspaltung lassen erkennen, 
da8 im Verlauf der Spaltung kolloidale Bestandteile sich in nicht 
kolloidale verwandeln, daB also die Molekiil- (oder Teilchen-) GréBe 
durch Fermentwirkung abnimmt. Es konnte bisher nicht entschieden 
werden, ob die Abnahme der MolekiilgréBe in fester Beziehung zu 
der Vermehrung der Aminogruppen steht, ob also die CON H-Spaltung 
eine notwendige Bedingung der fermentativen Molekiilverkleinerung 
ist. Durch die Untersuchungen der letzten Jahre schien es beinahe 
méglich, Fermentwirkung und CON H-Spaltung einander gleichzusetzen. 
Unsere Untersuchungen lieBen nun erkennen, daB die CON H-Spaltung 
nicht die einzige Funktion des Trypsins ist, sondern daB das Trypsin 
auch zur Lésung anderer chemischer Bindungen oder Aggregatbildungen 
fiihrt. 

Das Caseinmolekiil hat eine solche GréBe, daB es nicht durch die 
Poren einer Kollodiummembran hindurchgehen kann. Im Verlauf 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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der Spaltung treten Produkte auf, die eine Kollodiummembran passiere 1 
kénnen, deren MolekiilgréBe also sehr viel geringer ist als die des wn. 
verainderten Caseins. Die Verfolgung der Caseinspaltung an den Dialyse- 
produkten unterscheidet sich nur unwesentlich von dem Verfolgen 
der Reststickstoffmengen, da die Membran zuniichst auch nur die Spalt 
produkte in kolloidale und nicht kolloidale trennt. Dariiber hinaus 
fiihrt aber die ungeheuer groBe innere Oberfliche der Membran zu 
einer starken Adsorption oberflichenaktiver Substanzen. Trotz der 
starken Adsorbierbarkeit des Caseins wird es von einer Kollodium. 
membran nicht oder fast nicht adsorbiert, da wegen der GréBe der 
Molekiile des Caseins die innere Oberflache der Kollodiummembran 
als Adsorbens nicht in Frage kommt. Im Gegensatz hierzu wird das 
durch Spaltung zerkleinerte Casein sehr stark adsorbiert, da es in die 
Poren eindringen, an die adsorbierende Oberflache herankommen 
kann. So ist die Adsorption an die Kollodiummembran ein Zeichen 
der ersten Molekil- (Teilchen-) Verkleinerung des Caseins. Durch 
Feststellung der Adsorption an eine Kollodiummembran ist es also 
méglich, eine Trypsinwirkung zu verfolgen, die in einer Molekiil- 
(Teilchen-) Zerteilung besteht. Setzt man nun die mit Hilfe der Ad- 
sorption nachgewiesene Zerteilung der Caseinmolekiile in Beziehung 
zu dem Zuwachs an Aminostickstoff, so ergibt sich, daB eine Zerteilung 
der Molekiile ohne CONH-Spaltung erfolgt bzw. erfolgen kann. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Casein (Hammarsten) 
durechgefiihrt, das, wenn nicht anders angegeben, in einer 2 °,igen alkalischen 
Lésung (pu etwa 7,5) verwendet wurde. Als Ferment wurde nach W illstdtte 
von Erepgin sorgfaltig befreites Trypsin aus Schweinepankreas benutzt. 
Die Kollodiumhiilsen (dangestellt nach Trendelenburg) wurden fiir jede 
Dialyse frisch hergestellt; nie wurde eine bereits benutzte Hiilse fiir eine 
neue Caseinprobe benutzt. Die Fermentspaltung erfolgte bei px 7,5, die 
Dialyse selbst, wenn nicht anders angegeben, bei etwa px 4,5, also in der 
Nahe des isoelektrischen Punktes des Caseins. Nach der Dialyse wurde 
sowohl in der AuBen- wie in der Innenlésung, die mit médglichst wenig 
Natronlauge aufgelést wurde, getrennt der Stickstoff bestimmt. Da die 
in die Hiilsen eingefiillte N-Menge genau bekannt war, konnte die fehlende 
(adsorbierte) N-Menge festgestellt werden. Wenn es erforderlich war, 
wurde auBer dem Gesamt-Stickstoff auch der Rest-Stickstoff (durch Ent- 
eiweiBung mit kolloidalem Eisenhydroxyd) und der Amino-Stickstoff 
(nach van Slyke) bestimmt. Jede Bestimmung wurde doppelt (a und b det 
Versuche) ausgefiihrt. Die Dialyse dauerte 24 Stunden. Gewéhnlich wurde 
die Caseinprobe einer weiteren, zwei- und mehrmaligen Dialyse unterworten, 
indem die Fliissigkeit nach Entnahme der zur Analyse nétigen Menge 
wieder in frische Dialysierhiilsen eingefiillt und dann wie bei der ersten 
Dialyse behandelt wurde. 


Die folgenden, tabellarisch zusammengestellten Versuche zeigen 
zunichst, daB ungespaltenes Casein von den Kollodiumhiilsen nicht 
oder nur in sehr geringem MaBe adsorbiert wird. 
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Tabelle I 
N-Gehalt Wieder Da de 
Pu der cingofiillten fundene Differenz Bm. R Gaaen 
Versuch der Caseins Caseinlésung | «Menge folgenden Dialysen 
lésung mg mg %J Dialysen Std. 
Versuche mit gelistem Casein. 
59,78 5 
3: 8 32.9% 2 2 
33 1,89 62.93 60.60 4 4 
55,34 2 : 
28 2 4: 56, _ . - 5 
2 2,43 56,14 56.53 0 l ) 
58,55 7 
33 2.5% 32,86 , 2 2 
53 62,86 59.37 ea 5 4 
9 9 = 53,61 4 e 
29 2.98 55,79 55.44 0 1 24 
61,62 1 
30* 5 916 ; 9 
$) 5,48 62,16 62.06 a 1 24 
' ‘ i as a F 
31* 5,67 7,05 : 
5,67 57,05 54.98 4 1 5 
32 6,20 61,46 60,99 1 2 24 
= 6260 | —2 
32 30 61, , 2 
7 31,46 60.96 i 1 4 
Versuche mit geflocktem Casein **. 
56.45 7,6 
Ss twa 4, 61, 24 
etwa 4.5 1.11 56.12 8 1 
9 “ay ' 56,35 53,36 _ 5 1 24 
21 » 45 61,11 56,32 s ae: 24 
B » 4,5 69,55 64,68 10 1 24 


* Eine geringe Flockung wurde vor dem Einfiillen,in die Kollodiumhiilsen abfiltriert. 

“* Zu der in cie Hiilse pipettierten Caseinlésung wird Saure hinzugegeben bis zu etwa 
Pu 4.5. — Vgl. auch Versuch 14, 15, 20, 21. 

Demgegeniiber zeigen die folgenden drei Versuchsreihen, daS 
eine tryptisch gespaltene Caseinlésung stark an die Kollodiumhiilse 
adsorbiert wird. 

Erste Versuchsreihe'. 





Zahi d = oe | mg N der zur 
ier ungs- Ae 
Versuch *Uteinanders Hiissigkeit in | Dhalyse y wteheagihentgaatt mn P cr ant i} 3 x 
tolgenden lo des Spaltungse | (Summe von Innen- 50° Menge 
Dialysen Gesamt«N Gesigheit Aufenflussiykeit) 
°/o Spaltung 
xX 3 9,7 56,69 a) 23,18, b) 24,97 a) 59, b) 56 
Ww 3 35,0 71,4 a) 28,02, b) 26,88 a) 60,7, b) 62,3 
X 3 35,3 57,75 a) 23,98, b) 21,68 a) 57.5, b) 62,4 
W 3 58.9 73,14 a) 30,73, b) 31.41 a) 57,6, b) 57,0 
Ww 2 63,8 78,78 30,78 61,0 
X 2 64.5 60,62 a) 27,61, b) 28,09 a) 54,5, b) 58,2 
Ww 2 70.5 77,52 62,93 18,5 
77,7 63,98 a) 43,69, b) 47,63 a) 31,8, b) 25,6 


X 2 
1 Vgl. auch Versuche K und M. 
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Zweite Versuchsrethe. 


Die Dialysen wurden mit neuen Hiilsen oft (bis sechsmal) wiederho!:, 
um die maximalen Adsorptionswerte zu erhalten 





ia ae der mg N der 
hl der spanunge ‘ Nach der Dialyse ; 6 
Versuch *feinander- flussigkert in peda wi onan Sek mg P—. ee eeftches 
a lo des Spaltungs. |(Summe von Innen- und NeMe - 
Dialysen * | Gesamt-N flissigkeit | AuBenflissigkeit) ng 
°/o Spaltung 
6 2 2,42 56,28 a) 29,65, b) 31,07 a) 46,8, b) 44.8 
6 2 3,70 61,95 a) 35,77, b) 35,36 | a) 37,2, b) 37,7 
6 3 3,90 56,83 a) 27,04, b) 30,22 a) 43,7, b) 50.6 
9 2 44 58,10 a) 28,95, b) 36,93 a) 47,8, b) 50.1 
9 2 4,7 54,25 a) 25,73, b) 16,41 | a) 38,5, b) 54.5 
5 2 7,8 56,84 a) 38,15, b) 39,40 | a) 33,0, b) 31.8 
5 2 14,3 42,98 a) 19,99, b) 1915 a) 52,2, b) 554 
5 3 24.6 63,98 a) 30,46, b) 30,99 | a) 52,6, b) 50.8 
+ + | 38,0 56,0 a) 12,31, b) 12,53 a) 77,0, b) 77.5 


* Dialysen, bei denen keine Adsorption mehr stattfand, sind nicht verzeichnet. 


Dritte Versuchsreihe. 
Erganzung der vorherigen Reihen unter Beriicksichtigung kleiner und 


kleinster Spaltungen. 





Rest-N der 








Zahi der | | Spaltungs- | ‘alnwe | _ Nach der Dislyse 
— onteinanders — in ee | wiedergetundener N. mg 
olgenden GegamtN | Spaltungse |(Summe von Innen- und 
Dialysen |e owe td | ussigkeit AuBenflissigkeit) 
0 
14 2 2,9 61,53 a) 40,60, b) 33,32 
14 2 3,3 $2,02 b) 46,01 
15 2 3.4 58,87 a) 33,18, b) 37,75 
20 2 4,2 61,6 a) 43,82, b) 41,20 
14 2 48 61,53 a) 37,36, b) 36,50 
15 3 5,9 59,15 a) 32,98, b) 32,20 
15 2 6,6 59,15 a) 38,91, b) 38,05 
14 2 10,0 61,87 a) 33,76, b) 33,48 
21 2 11,4 61,46 a) 36,39, b) 39,66 
15 2 11,7 60,20 a) 38,07, b) 43,70 
20 2 12,2 62,09 a) 44,14, b) 42,60 
21 2 12,3 61,46 a) 36,0, b) 43,20 


mg N der 


Differenz 


in ‘ 


der eo n 
N-Menge 


a) 34,7, 


a) 26.5, 
a) 29,0, 
a) 89,3, 
a) 44,3, 
a) 34,2, 
a) 45.5, 
a) 40,8, 
a) 36,7, 
a) 28.9, 
a) 41,5, 


b) 45.5 
h) 25.8 
b) 35.8 
b) 31.5 
b) 40.7 
b) 45.6 
b) 35,7 
b) 46.9 
b) 35.4 
b) 27.5 
b) 31.5 
b) 29,7 


Aus diesen Versuchen ergibt sich die auBerordentlich starke Ad- 
sorption nach sehr geringer fermentativer Einwirkung, gemessen an 





der Vermehrung des Rest-N. So war z. B. im Versuch 14: 


er ResteN in 01 des 
1. Sofort 2,1 (Anfangswert) 
2. Nach 5 Min 2,9 
a om re 3,3 
4. i 48 


Zuwachs des Rest-N 
durch ———- 
| im 9 des Gesamt- 


~oO 


nue 
“Ibo @ 


a) 34,7, 
25,8 
| a) 39,3, 


0 


Adsorbierter N in ° 
des Gesamt-N 


b) 45.5 


b) 40,7 
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Versuch 15. 





Rest-N in °') des Zuwechs des Rest-N Adsorbierter N in °/, 


Abnahme Gesamt-N wth ane a des Gesamt-N 
1. Sofort 2 ww 2.5 (Anfangswert) 0 0 
2. Nach 5 Min. 34 0.9 a) 26.5, b) 35,8 


Im Versuch 6 betrigt die Fermentwirkung nach 1 Minute 2,42 °, 
Spaltung (gemessen am Rest-N). Die adsorbierte N-Menge betrug 
46,8 und 44,8°%,. Der Zuwachs des Rest-N wahrend der Spaltungszeit 
war praktisch gleich Null. Dieser nach der Rest-N-Bestimmung kaum 
meBbaren Spaltung gehéren die hohen Adsorptionswerte von 45,8 °,, an. 

Im Versuch 38 wurde auBer der sofortigen Abnahme die fermen- 
tative Spaltung in einzelnen Proben nach 3 und 5 Minuten Spaltung 
unterbrochen. Die SpaltungsgréBe, gemessen am Rest-N, betrug 
4.4 bzw. 3,6%. Nach einer Dialyse von 24 Stunden waren folgende 
Adsorptionsverluste zu verzeichnen. 





Urspriinglich vore Nach ciner Dialyse Verlust 
Abnahme handener N (24h) vorhandener N ee ——$—$—$—$—$—$__$____—__— 
mg i mg mg | lo 
1. Sofert 2 wt. 62,86, 62,86 56,82, 54,89 6,04, 7,97 9,5, 12.5 
2. Nach 3 Min. 60,90, 60,90 43,66, 42.95 | 17,24, 17,95 | 28,3, 29.4 
ese Se 62.93, 62.93 35.15, 33.40 | 27.78, 29.53) 44.3, 47,0 


Aus allen diesen Versuchen geht deutlich die starke Adsorption 
des gespaltenen Caseins an die Kollodiumhiilsen hervor, selbst bei 
auBerordentlich geringen Spaltungsgraden, gemessen an dem _ pro- 
zentischen Werte des Rest-N. 

DaB wir es hier tatsichlich mit Adsorptionsvorgangen zu tun 
haben, dafiir spricht die Tatsache, daB die Verluste bei der Dialyse 
durch Amylalkohol verhindert bzw. verringert werden kénnen. 

Dies ist aus folgender Zusammenstellung ersichtlich : 





i} Zur Nach der Dialyse wiedergefundener N in mg 
Versuch Dialyse angesetster NO _——@£_@______—_ - 
mg mit Amylalkohol ohne Amylalkohol 
F 68,5 71,2 53,1 
H 43,6 42,1 31,2 
H 43,6 41,2 32,2 
M 64,6 61,5 45,7 
M 81,9 82.8 67,0 
N 69,6 56.6 414 


Hiermit steht auch in Ubereinstimmung, daB gebrauchte Kollodium- 
hiilsen an Wasser mit Amylalkohol N-Mengen abgeben, wahrend dies 
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bei Anwendung von destilliertem Wasser allein nicht der Fall jst 
So wurden z. B. im Verlauf von 24 Stunden folgende N-Mengen in 
Milligrammen abgegeben: 





Versuch Ja Ka Ma 


Durch Amylalkohol los- 
gelister N . . . mg 4,83, 6,04 5,44, 3,58, 4,19 4,04, 6,58, 4.95 


Ahnlich wie Kollodiumhiilsen verhalten sich Pergamenthiilsen 
(Schleicher-Schiill), doch scheint die Adsorption hier etwas geringer 
zu sein (vgl. Versuche C, D, E, 2 und 3 8.217). Bei dem Vergleich 
ist zu beachten, daB dicke Kollodiumhiilsen starker adsorbieren als 
diinne (vgl. Versuche R, Q, O). — Die Dauer dieser wie auch der 
sonstigen Dialysen betrug stets 24 Stunden, da Zeitversuche ergeben 
haben, daB die Adsorptionsvorginge friihestens erst nach 5 Stunden 
beendet sind (vgl. Versuch 218). 

Es werden nicht nur héhere Spaltprodukte adsorbiert, sondern 
auch solche, die schon zu dem Rest-N gehéren, wie dies aus der Tabelle | 
S. 218 ersichtlich ist. Andererseits werden die niedrigsten Spaltprodukte 
nicht oder nur sehr wenig adsorbiert, da bei sehr hoher Spaltungs- 
gréBe die Adsorption geringer wird (vgl. S. 199). Ein nennenswerter 
EinfluB der Reaktion der Lésung auf die Adsorption konnte nicht 
gefunden werden; die Adsorption scheint bei saurer Reaktion etwas 
stirker als bei alkalischer zu sein (vgl. Tabelle IV, 8. 219). 

DaB die gréBere Adsorption einer tryptisch gespaltenen Casein- 
lésung nicht davon herriihrt, daB die Spaltprodukte starker oberflichen- 
aktiv sind als das ungespaltene Caseim, zeigt Versuch 35, in dem gleiche 
N-Werte einer gespaltenen und einer zu 23,4°, gespaltenen Casein- 
lésung (bei saurer Reaktion pg etwa 3) im gleichen Volumen (100 ccm) 
mit 5 g Kohle (Carbo animalis Merck) behandelt worden sind. Die ad- 
sorbierten Mengen N waren in beiden Fallen gleich. 





Gesamt-N vor der _ Gesamt»N nach der Kohlebehandlung 





Kohlebehandlung -—— 
; : ra mg l _ me % 
Ungespaltene Caseinlésung 59,36 33,95, 31,01 57,2, 52.3 
Gespaltene Caseinlésung . 57,05 30,73, 30,45 53,9, 53.4 


Wir miissen vielmehr annehmen, da die starkere Adsorption 
des mit Ferment behandelten Caseins die Folge einer durch Trypsin 
verursachten Verkleinerung der Molekiilaggregate bzw. Molekiile ist 

Diese Verkleinerung geht nicht mit einer Aufspaltung von CON H.- 
Gruppen einher. Dies ergibt sich aus einer gleichzeitigen Verfolgung 
der bei der Spaltung feststellbaren Aminostickstoffzahlen. 
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Zuniachst zeigt die folgende Zusammenstellung, dab die Amino- 
N-Vermehrung bei kleinen Spaltungsgraden (gemessen am Rest-N) 
sehr gering ist. 

N-Werte in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 


Versuch 14. 




















Sofort Nach 5 Min. | Nach 10 Min. Nach 20 Min. Nach 40 Min. 
Rest-N . 2,1 2.9 3.3 4.8 9.9, 
NHg-N. 44 53 5,3 5,3 5.5 
Versuch 15. 
Sofort Nach 5 Min Nach 10 Min. Nach 15 Min. Nach 20 Min. 
Rest-N . 2.5 3,4 5,9 6.6 11,7 
NH,-N . 4,2 45 4.5 5.5 6.5 
Versuch 16. 
Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. Nach 15 Min. Nach 20 Min. 
Rest-N . 3,9 48 6,1 7,7 15,5 
NH,-N. 59 63 6.3 6.5 6.9 
Versuch 17. 
Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. Nach 15 Min. | Nach 20 Min. 
Rest-N . 4,7 5.5 14.6 16,5 22.5 
NH,-N. 5.6 Be 7,2 7,2 7.9 
Versuch 18. ‘ 
Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. Nach 15 Min. 
Rest-N 2,7 6.4 13,4 18,2 
NH,-N. 5.6 6.8 6,7 6.9 
Versuch 21. 
Sotort Nach 5 Min. Nach 15 Min. 
Rest-N . 2,9 11,4 12.3 
NH,-N. 5,1 71 7.2 


Von Bedeutung ist der Vergleich zwischen der Vermehrung des 
Gesamt-Aminostickstoffs und Vermehrung des Aminostickstoffs in der 
enteiweiBten Fliissigkeit (also im Rest-N). 
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Vermehrung (in mg) des NH,-N pro Kubikzentimeter 


Versuch 18. 





Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. Nach 15 Min 
Vor der Enteiweibung . . 0 0,024 0,02, 0,035 
Nach , ‘. 2 0 0,02, 0,02, 0,05, 


Versuch 19. 





Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. Nach 15 Min 


Vor der Enteiweibung. . 0 0,02, 0,08, 0,02, 
Nach , . —_ 0 0,01, 0,03 0,08 


Versuch 21. 





Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. | Nach 15 Min. 
Vor der EnteiweiBung. . 0 9,045 0,05, — 
Nach , . ‘a 0 0,04, 0,04, 


Die Amino-N-Zahlen im Rest-N stellen Mindestwerte dar, da bei 
der EnteiweiBung mit kolloidalem Eisen durch Adsorption geringe 
Verluste auftreten. Demnach ist also die Gesamt-Amino-N-Vermehrung 
garnicht oder nur unwesentlich gréBer als die Amino-N-Vermehrung 
im Rest-N. Die hier bei der Spaltung auftretende Amino-N-Vermehrung 
ist die Folge der Abspaltung von niedrigeren Spaltprodukten, die schon 
zum Rest-N gehéren. 

Uber die Natur dieser Spaltprodukte unterrichtet uns ein Vergleich 
zwischen den Zahlen (mg) des Rest-N und des Amino-N im Rest-N. 





Versuch 18 Versuch 19 Versuch 20 Versuch 21 





Rest‘N NHgN_ ResteN | NHg-N  Rest'N NHN ResteN NHN 


0,020 0,039 0,011 0,051 0,017 0,047 0,014 
5 Min. 0,139 0,046 0,107 0,023 | 0,079 0,017 0,257 0,058 

10 , 0,317 0,046 0,27 0,040 0,28 0,056 0,28 0,058 

15 , 0446 0,071 0,30 0,040 — — — 


Das urspriingliche Verhaltnis von Rest-N: Amino-N, das un- 
gefahr wie 2 bis 3: 1 ist, wird durch das Auftreten niedriger Ketten (vor- 
ausgesetzt, daB es sich ausschlieBlich um Polypeptidketten handelt) im 
Rest-N wie etwa 5 bis 6:1. Diese niedrigeren Spaltprodukte treten schon 
unmittelbar nach Beginn der Fermenttatigkeit auf. Auf ihre Loslésung 
von dem groBen Molekiil ist die geringe Amino-N-Vermehrung zu 
Beginn der Spaltung zu beziehen. Die iibrigen groBen Veranderungen 
im Caseinmolekiil gehen ohne Neubildung von Amino-N, also ohne 
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Losen von CONH-Bindungen vor sich. Diese Verinderungen kénnen 
wir als starke Verkleinerung der Molekiile bzw. Molekiilaggregate mit 
Hilfe der Adsorption an die Kollodiummembran nachweisen. Denn 
nur wesentlich kleinere Teilchen als die Caseinteilchen kénnen in die 
Poren der Membran eindringen und von der inneren Oberflache der 
Membran adsorbiert werden. Da die Adsorption schon nach geringer 
Fermentwirkung sehr groB ist, ist anzunehmen, da® gleich zu Beginn 
der Spaltung eine starke Zerteilung der Molekiilaggregate oder Molekiile 
stattfindet. 


Die Unabhangigkeit dieser ersten tryptischen Spaltungen von 
der Lésung der CON H-Bindung 1a8t sich noch besonders aus einem 
Vergleich der Adsorptionswerte und der Aminowerte erkennen: 


Versuch 14: 

Urspriingliche Caseinlésung: Von 61 mg N wiedergefunden 55,84 mg N. 

Nach kurzer Fermentwirkung: Von 61,5 mg N wiedergefunden im 
Mittel 36,3 mg N. 

Amino-N-Zuwachs in derselben Zeit: Von 2,7 auf 3,3mg N. 


Versuch 15: 

Urspriingliche Caseinlésung: Von 59,6 mg N wiedergefunden 51,8 mg N. 

Nach kurzer Fermentwirkung: Von 59,1 mg N wiedergefunden im 
Mittel 35,4 mg N. 

Amino-N-Zunahme in derselben Zeit von 2,5 auf 2,6 mg N. 


Beriicksichtigt man noch, daB8 die geringen Amino-N-Zunahmen 
von der Abspaltung niedriger Spaltprodukte herriihren, so erkennt man, 
daB die Zerteilung des Caseins ohne Amino-N-Vermehrung, also ohne 
Lésung der CONH-Bindung stattfindet. 

Im Versuch 20 erfolgt die Adsorptionsvermehrung, die nach unserer 
Auffassung gleichbedeutend mit einer Zerteilung des Caseinmolekiils ist, 
ohne jede Amino-N-Vermehrung. 

Urspriingliche Caseinlésung: Von 60,90 mg N wiedergefunden 54,6 mg N. 

Nach kurzer Fermentwirkung: Von 61,6mg N_ wiedergefunden 
46,6 mg N. 

Amino-N-Zunahme wahrend derselben Zeit ist gleich Null. (Der 
Wert 4,0 mg N fiir Amino-N blieb unverindert.) 


Ebenso im Versuch 21: 

Urspriingliche Caseinlésung: Von 61,11 mg N _ wiedergefunden 
55,15 mg N. 

Nach kurzer Fermentwirkung: Von 61,46mg N _ wiedergefunden 
44,82 mg N. 

Amino-N-Zunahme in derselben Zeit: Von 3,14 auf 4,34mg N, also 
ein Zuwachs von 1,2 mg N. 

Im Rest-N erscheint in derselben Zeit ein Amino-N-Zuwachs von 
1,16 mg. — Auch hier ist also die zur Adsorption fiihrende Zerteilung 
ohne Lésung der CONH-Bindung erfolgt. 
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Zusammenfassung. 


Trotz der starken Adsorbierbarkeit des Caseins wird es von einer 
Kollodiummembran nicht oder fast nicht adsorbiert, wahrend das 
durch fermentative Spaltung zerkleinerte Casein stark adsorbiert wird 
Die Adsorption an die Kollodiummembran ist ein Zeichen der ersten 
Teilchenverkleinerung der Caseinmolekiile. Setzt man die mit Hilfe 
der Adsorption nachgewiesene Spaltung in Beziehung zu dem Zuwachs 
an Aminostickstoff in derselben Zeit, so ergibt sich, daB die Zerteilung 
ohne Lésung der CONH-Bindung erfolgt ist. 


II. Experimenteller Teil. 
I. Verhalten einer ungespaltenen Caseinlésung bei verschiedenen Reaktionen. 
Versuch 33. Angewandt eine 2 %ige Caseinlésung. 

Anordnung: A. 75cem Caseinlésung mit 1n HCl unter Schiitteln 
versetzt. px 2,53. Der Gesamt-N wird bestimmt und zweimal 25 ccm 
zur Dialyse angesetzt. B. 75 cem Caseinlésung wie in A behandelt. px 1,89. 
C. 75cem einer fermentativ gespaltenen Caseinlésung werden wie in A 
und B behandelt. px 2,66. Gesamt-N (G-N) und Rest-N (R-N) werden 
bestimmt. Zweimal 25ccm zur Dialyse angesetzt. D. 75cem der ge- 
spaltenen Caseinlésung wie oben behandelt. px 1,79. Sonst wie in C. 

G-N in 25 cem in mg in A 62,86, in B 62,93, in C 61,88, in D 60,83. 
Rest in 1 cem in mg in C 0,30,, in D 0,29,. — Spaltung in % in C 12,3, 
in D 12,0. 

Dialyse': In zwei Kollodiumhiilsen wurden je 25 ccm der Lésung A 
eingefiillt, 24 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert, dann in der 
Innen- und AuBenlésung der G-N bestimmt. Ebenso verfahrt man bei 
B, C, D. — Die Innen- und die AuBenlésung wird dann weiter behandelt : 
die Innenlésung wird in eine neue Hiilse gegossen, die AuBenlésung der 
1. Dialyse weiter als AuBenlésung bei der 2. Dialyse benutzt. Nach 24 Stun- 
den werden in der Innen- und AuBenlésung getrennt G-N bestimmt. 

In A gefunden mg N; nach der 1. Dialyse: a) 58,81, b) 60,57; ein- 
gefiillt: 2) 62,86, b) 62,86. Vérlust; a) 4,05 (6,44%), b) 2,29 (3,6%). - 
Nach der 2. Dialyse: a) 54,84, b) 56,06; eingefiillt: a) 55,06, b) 5,72. 
Verlust: a) 0,23 (0,41%), b) 1,12 (1,9%). — In B gefunden mg N; nach 
der 1. Dialyse: a) 60,79, b) 62,73; eingefiillt: a) 62,93, b) 62,93. Verlust: 
a) 2,14 (3,4%), b) 0,76 (1,2 %). — Nach der 2. Dialyse: a) 56,28, b) 57,51; 
eingefiillt: a) 57,47, b) 58,99. Verlust: a) 0,89 (1,6%), b) 1,47 (2,5%). - 
In C gefunden mg N; nach der 1. Dialyse: a) 56,74, b) 50,15; eingefiillt: 
a) 61,88, b) 61,88. Verlust: a) 5,14 (8,3%), b) 11,73 (18,9%). Nach 
der 2. Dialyse: a) 49,31, b) 43,12; eingefiillt: a) 53,47, b) 47,66. Verlust: 
a) 4,17 (7,8%), b) 4,34 (9,2). — In D gefunden mg N nach der 1. Dialyse: 
52,41; eingefiillt: 60,83. Verlust: 8,42 (13,8). — Nach der 2. Dialyse: 
45,99; eingefiillt: 49,15. Verlust: 3,16 (6,4%). 

Versuch 28. 2% ige Caseinlésung. I. 80 ccm Caseinlésung mit n HC! 
unter Schiitteln versetzt, bis die entstandene Fiallung sich wieder 
léste. Von geringen Mengen ungeléster Teile wurde abfiltriert, im Filtrat 
G-N und R-N bestimmt. py 2,43. II. 120 cem Caseinlésung wurden mit 





1 Dialyse ohne Zeitangabe bedeutet Dialyse 24 Stunden lang. 
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2cem Ferment (erepsinfreies Trypsin, Glycerinauszug) '/, Stunde im 
Brutschrank gespalten. pH 7,20. 80ccm der gespaltenen Caseinlésung 
wie in I mit HCl versetzt. px 2,65. Im Filtrat G-N, R-N_ bestimmt. 
{ und II je zweimal zur Dialyse angesetzt (24 Stunden). 

G-N in mg in 25 cem in I 56,14; in IT 59,64. — R-N in 1 cem von II 
0,32 mg, d. h. 13,5°, Spaltung. 

In I gefunden mg N nach der Dialyse: a) 55,34, b) 56,53; eingefiillt: 
a) 56,14, b) 56,14. Verlust: a) 0,80 (1,4), b) 0,39 (0,7%). — In II ge- 
funden mg N nach der Dialyse: a) 52,59, b) 53,79; eingefiillt: a) 59,64, 
b) 59,64. — Verlust: a) 7,05 (11,8°%,), b) 5,84 (9,8). 


Versuch 29. 2°%ige Caseinlésung. I. 80cem Caseinlésung wie im 
Versuch 28, I behandelt. py 2,98. — II. 120 cem Caseinlésung bei py 7,42 
mit 1,5 cem Fermentlésung gespalten. — 80 cem davon wie im Versuch 28, IT 
behandelt. px 2,95. 

G-N in mg in 25 cem in I 55,79, in IL 62,30. — R-N in mg in 1 cem 
von IT 0,28, d. h. 11,2 Spaltung. 

In I gefunden nach der Dialyse mg N: a) 53,61, b) 55,44; eingefiillt: 
a) 55,79, b) 55,79. — Verlust: a) 2,18 (3,9%), b) 0,35 (0,63). — In 
II gefunden nach der Dialyse mg N: a) 53,47, b) 51,43; eingefiillt: a) 62,30, 
b) 62,30. — Verlust: a) 8,83 (14,2), b) 10,87 (17,4%). 


Versuch 30. 2° ige Caseinlésung. I. 80cem Caseinlésung wie im 
Versuch 28, I behandelt. px 5,48. II. 120cem Caseinlésung wie oben 
fermentativ gespalten. 80ccem davon wie im Versuch 28, II behandelt. 
pu 5,79. 

G-N in mg in 25cem in I 62,16, in IT 60,83. — R-N in mg in 1 cem 
von IT 0,33, d. h. 13,8°% Spaltung. 

In I gefunden nach der Dialyse mg N: a) 61,62, b) 62,06; eingefiillt: 
a) 62,16, b) 62,16. Verlust: a) 0,54 (0,87%), b) 0,10 (0,16%). — In II 
gefunden nach der Dialyse mg N: a) 40,57, b) 45,94; eingefiillt: a) 60,83, 
b) 60,83. — Verlust: a) 20,26 (33,3%), b) 14,89 (24,5%). 


Versuch 31. 2°%,ige Caseinlésung. I. 80cem Caseinlésung wie im 
Versuch 28, I mit HCl behandelt. py 5,67. — II. 220 cem Caseinlésung 
wie oben bei px 7,22 fermentativ gespalten. -—- 80 ccm davon wie im Ver- 
such 28, II behandelt. px 5,79. — ILI. Weitere 80 ccm des Ansatzes IT 
wie oben behandelt. py 5,44. 

G-N in mg in 25 cem in I 57,05, in II 60,34, in III 48,02. — R-N in 
mg in 1 cem von II 0,33 (13,6 Spaltung), in III 0,26 (13,6°% Spaltung). 

In I gefunden nach der Dialyse mg N: a) 59,78, b) 54,98; eingefiillt: 
a) 57,05, b) 57,05. Verlust: a) 0, b) 2,07 (3,7°%). — In II gefunden nach 
der Dialyse mg N: a) 48,29, b) 47,72; eingefiillt: a) 60,34, b) 60,34. 
Verlust: a) 12,05 (20,0%), b) 12,62 (20,9%). — In III gefunden nach der 
Dialyse mg N: a) 39,20, b) 36,76; eingefiillt: a) 48,02, b) 48,02. — 
Verlust: a) 9,82 (20,5%), b) 11,26 (23,2). 

Versuch 32, 2°%ige Caseinlésung. I. 75ccm Caseinlésung wie im 
Versuch 28, I mit n HCl behandelt. px 6,20. Il. 75 ccm Caseinlésung 
ohne Zusatz. py 7,30. III. 150 cem der Caseinlésung wie im Versuch 28, II 
bei px 7,30 durch Trypsin gespalten, die Fermentwirkung wie immer durch 
Anséuern und Aufkochen unterbrochen, das Casein mit Lauge weiter 
gelést. Von dieser Lésung werden 75 ccm mit HCl auf px 5,91 gebracht, 
wie sonst zur Dialyse angesetzt. IV. 75cem der obigen Caseinlésung 
werden mit wenig n HCl auf pq 7,11 gebracht. Sonst wie oben. 
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G-N in mg in 25 cem in I 61,46, in II 61,46, in LIT 57,68, in TV 61,95. 
— R-N in mg in 1 cem in IIT 0,33 (Spaltung 14,3°,), in IV 0,38 (15,4°, 

In I gefunden mg N nach der 1. Dialyse: a) 61,40, b) 67,16; ein. 
gefiillt: a) 61,46, b) 61,46. — Verlust: a) 0,06 (0,09°,), b) 0. — Nac 
der 2. Dialyse: a) 57,01, b) 59,89; eingefiillt: a) 57,39, b) 64,02. 
Verlust: a) 0,38 (0,67°,), b) 4,13 (6,5°,). — In II gefunden mg N nach, 
der 1. Dialyse: a) 60,96, b) 62,60; eingefiillt: a) 61,46, b) 61,46. 
Verlust: a) 0,50 (0,81 %), b) 0. — Nach der 2. Dialyse: a) 50,91, b) 54,42; 
eingefiillt: a) 56,38, b) 56,81. — Verlust: a) 5,46 (9,79), b) 2,39 (4,29°,). 
— In III gefunden mg N nach der 1. Dialyse: a) 44,47, b) 44,33; ein. 
gefiillt: a) 57,68, b) 57,68. — Verlust: a) 13,20 (22,9), b) 13,35 (23,1 °,). 
— Nach der 2. Dialyse: a) 37,05, b) 39,31; eingefiillt: a) 41,46, b) 41,11. 
— Verlust: a) 4,41 (10,6°%), b) 1,80 (4,49°%,). — In IV gefunden mg N 
nach der 1. Dialyse: a) 47,81, b) 47,61; eingefiillt: a) 61,95, b) 61,95. 
Verlust: a) 14,14 (22,9%), b) 14,34 (23,19°,). — Nach der 2. Dialyse 
a) 40,27, b) 36,70; eingefiillt: a) 44,78, b) 44,82. — Verlust: a) 4,5] 
(10,1°%), b) 8,1 (18,1 %). 


Versuch 8. 2% ige Caseinlésung. I. 75 cem Caseinlésung mit n H,S0O, 
geflockt, aufgekocht, abgekiihlt, in wenig NaOH gelést (G-N und R-N 
bestimmt). Dialyse bei etwa pxH4,7. Il. 75cem obiger Caseinlésung 
wahrend des Kochens (bei saurer Reaktion) mit leem aufgekochtem 
Ferment versetzt, abgekiihlt, mit wenig NaOH gelést (G-N und R-N 
bestimmt). Dialyse bei etwa py 4,7. — I. In leem 2,44 mg G-N und 
0,04, (1,9°%) R-N. — Gefunden mg N nach der Dialyse: a) 56,45, b) 56,12; 
eingefiillt: a) 61,11, b) 61,11. Verlust: a) 4,66 (7,6%%), b) 4,99 (8,2%). 
Il. In leem 2,52 mg G-N und 0,08 mg (3,1°,) R-N. — Gefunden mg N 
nach der Dialyse: a) 57,59, b) 56,01; eingefiillt: a) 63,07, b) 63,07. 
Verlust: a) 5,48 (8,7%), b) 6,96 (11,2). (Der adsorbierte Stickstoff 
in den Spaltungsversuchen stammt nicht aus dem Ferment.) 


Versuch 9. 2%ige Caseinlésung. I. 75ccm Caseinlésung wie im 
Versuch 8, I behandelt. II. 75 cem Caseinlésung wie im Versuch 8, I! 
mit leem aufgekochtem Ferment versetzt. Dialyse stets bei etwa px 4,7. 

I. In leem 2,25 mg G.-N und 0,45 mg R-N (1,9%). —- Gefunden mg N 
nach der Dialyse: a) 53,36, b) 50,12; eingefiillt: a) 56,35, b) 56,35. 
Verlust: a) 2,99 (5,3), b) 6,23 (11,1%). — Il. In leem 1,98 mg G-N 
und 0,059 mg (3%) R-N. — Gefunden mgN nach der Dialyse: a) 42,90, 
b) 43,73; eingefiillt: a) 48,58, b) 48,58. — Verlust: a) 5,68 (11,9°,). 
b) 4,75 (9.77%). (Der adsorbierte Stickstoff in den Spaltungsversuchen 
stammt nicht aus dem Ferment.) 


Versuch 21. 2% ige Caseinlésung. 100ccm mit Séure geflockt, auf- 
gekocht, mit 0,5ccm aufgekochtem Ferment versetzt, in Lauge geldst 
(G-N, R-N, Amino-N bestimmt), bei etwa px 4,7 dialysiert. 

Gefunden in mg N nach der 1. Dialyse: a) 54,00, b) 56,32; eingefiillt 
a) 61,11, b) 61,11. — Verlust in mg: a) 7,10 (11,6%), b) 4,78 (7,8%). — 
Nach der 2. Dialyse: a) 49,31, b) 53,44; eingefiillt: a) 50,75, b) 53,12. 
Verlust: a) 1,44 (2,9%), b) 0. 


Versuch B. 2% ige Caseinlésung mit Ferment (wie oben) versetzt, 
sofort mit Saéure geflockt, aufgekocht, zur Dialyse angesetzt, und zwar 
einmal (I und II) in Schleicher-Schiill-Hiilsen, dann (III und IV) in 
Kollodiumhiilsen. In 30cem wurden gefunden mg N vor der Dialyse: 
69,55, nach der Dialyse: in I 65,58, in II 67,15, in IIT 62,48. 
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Il. Verhalten einer durch Trypsin gespaltenen Caseinlésung bei der Adsorption. 
A. Erste Versuchsreihe. 


Versuch X. 2°%ige Caseinlésung. Herstellung: 5 g Casein Hammarsten 
werden mit etwas Wasser und so viel n NOH angeriihrt, daB sich beim 
gelinden Erwarmen fast alles gelést hat. Man filtriert und fiillt auf 250 ccm 
auf. pa etwa 7. — 250 ccm dieser Caseinlésung werden mit 3 cem erepsin- 
freiem Trypsin versetzt, im Brutschrank stehengelassen und nach 4, 
1',, 4 und 24 Stunden je 60 ccm zur Untersuchung abgenommen. 

1. Abnahme nach 4% Stunde. 60ccem Caseinlésung werden mit 
n H, SO, bis gegen Methylrot schwach rosa versetzt, aufgekocht, abgekiihlt, 
in NaOH gelést, G-N und R-N bestimmt. — G-N in 25cem 56,69 mg. 
R-N in lcem 0,22 mg (9,7% Spaltung). 1. Dialyse (weitere 24 Stunden) 
bei einem pH von etwa 4,7. Wiedergefunden: a) 40,33 mg N (Verlust: 
28.8%), b) 43,23 (Verlust 23,7%); eingefiillt: 56,69 mg N. — 2. Dialyse 
(24 Stunden, py etwa 4,7). Wiedergefunden in mg N: a) 24,39, b) 27,33; 
eingefiillt: a) 35,01, b) 40,07. Verlust: a) 30,3°, b) 31,8°,. —- 3. Dialyse 
(weitere 24 Stunden, py etwa 4,7). Wiedergefunden mg N: a) 16,41, 
b) 19,85; eingefiillt: a) 22,64, b) 25,37. Verlust: a) 27,6%, b) 21,8%. 

2. Abnahme nach 1’, Stunden. Angesetzt wie bei der 1. Abnahme. — 
G-N in mg in 25 cem 57,75. R-N in 1 cem 0,81, mg N (35,3 Spaltung). — 
1. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 44,21, b) b) 40,61; 
eingefiillt: a) 57,75, b) 57,75. Verlust: a) 23,5°%, b) 29,8%. — 2. Dialyse 
(wie oben): a) 28,53, b) 28,42; eingefiillt: a) 40,89, b) 38,33. Verlust: 
a) 30,2°%, b) 25,9%. — 3. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden mg N: 
a) 18,54, b) 17,74; eingefiillt: a) 26,41, b) 26,76. Terlust: a) 29,8°%,, 
b) 34,2 %. 

3. Abnahme nach 4 Stunden. Angesetzt wie bei der 1) Abnahme. 
G-N mg in 25 ccm 60,62. —- R-N in l cem 1,56 mg (64,5°% Spaltung). — 
1. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 41,96, b) 42,20; ein- 
gefiillt: a) 60,62, b) 60,62. — Verlust: a) 30,8%, b) 30,6%. —- 2. Dialyse 
(wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 24,91, b) 25,09; eingefiillt: a) 39,26, 
b) 39,20. — Verlust: a) 36,8%, b) 33,8 %.— 3. Dialyse (wie oben). Wieder- 
gefunden mg N: a) 22,08, b) 22,13; eingefiillt: a) 23,33, b) 24,05. Verlust: 
a) 54%, b) 8,9%. 

4. Abnahme nach 24 Stunden. Angesetzt wie bei der 1. Abnahme. —- 
G-N in mg in 25 cem 63,98. — R-N in 1 cem 1,89, mg (77,7 % Spaltung). — 
1. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 46,86, b) 49,70; eingefiillt: 
a) 63,98, b) 63,98. Verlust: a) 26,8, b) 22,3. — 2. Dialyse (wie oben). 
Wiedergefunden mg N: a) 40,56, b) 44,35; eingefiillt: a) 43,73, b) 46,42. 
Verlust: a) 7,2%, b) 4,5%. — 3. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden 
mg N: a) 34,35, b) 37,96; eingefiillt: a) 36,27, b) 41,30. — Verlust: 
a) 5.3%, b) 8,1%. 

Versuch W. 2%ige Caseinlésung. Anordnung wie im Versuch X. 
Abnahmen nach 1, 2, 4 und 24 Stunden. 

1. Abnahme nach 1 Stunde. Angesetzt wie im Versuch X. — G-N 
mg in 25cem 71,4; R-N in leem 0,83 (35% Spaltung). — 1. Dialyse 
(wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 50,22, b) 50,69; eingefiillt: a) 71,4, 
b) 71,4. Verlust: a) 29,6%, b) 29,0°%. — 2. Dialyse (wie oben). Wieder- 
gefunden mg N: a) 31,87, b) 32,06; eingefiillt: a) 47,41, b) 47,85. — 
Verlust: a) 32,8, b) 33,0%. — 3. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden 
mg N: a) 23,39, b) 22,24; eingefiillt: a) 30,05, b) 30,26. — Verlust: 
a) 22,2%, b) 26,4%. 
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2. Abnahme nach 2 Stunden. Angesetzt wie im Versuch X. G-N jy, 


mg in 25 cem 73,14; R-N in 1 ecm 1,44 mg (58,9 % Spaltung). — 1. Dialyse 


(wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 49,88, b) 51,29; eingefiillt: a) 73,14, 
b) 73,14. — Verlust: a) 31,9%, b) 29,99. — 2. Dialyse (wie oben). 
Wiedergefunden mg N: a) 30,45, b) 33,71; eingefiillt: a) 46,65, b) 47,58. 
— Verlust: a) 34,8%, b) 29,2°%. — 3. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden 
mg N: a) 26,09, b) 25,87; eingefiillt: a) 29,03, b) 31,88. Verlust: a) 10,1 °., 
b) 18,8%. 

3. Abnahme nach 4 Stunden. Angesetzt wie im Versuch X. G-N in 
mg in 25 ccm 78,78. — R-N in 1 cem 1,68 (63,8°, Spaltung). — 1. Dialyse 
(wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 54,43, b) 57,09; eingefiillr: 
a) 78,78, b) 78,78. Verlust: a) 30,9%, b) 27,5%.— 2. Dialyse (wie oben). 
Wiedergefunden mg N: 39,03; eingefiillt: 52,68. Verlust: 25,9. 

3. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden mg N: 36,42; eingefiillt: 36,88. 
Kein Verlust. 

4. Abnahme nach 24 Stunden. Angesetzt wie im Versuch X. G-N 
in mg in 25cem 77,52. R-N in mg in 1 cem 1,82 (70,59 Spaltung). — 
1. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 66,40, b) 63,04; ein- 
fiillt: a) 77,52, b) 77,52. Verlust: a) 14,4%, b) 18,5%. — 2. Dialyse 
(wie oben). Wiedergefunden mg N: a) 58,27, b) 58,24; eingefiillt: a) 61,74, 
b) 57,90. — Verlust: 5,6%. — 3. Dialyse (wie oben). Wiedergefunden 
mg N: a) 51,88, b) 44,12; eingefiillt: a) 55,46, b) 54,96. Verlust: a) 6,5°,, 
b) 19,8 %. 


B. Zweite Versuchsreihe. 


Weitere Beispiele fiir wiederholte Adsorptionen in stets neuen Hiilsen, 
um die maximalen Adsorptionswerte zu erhalten. 


Versuch 6. Die Adsorption (bei sehr kleinen Spaltungen) wird durch 
wiederholte Adsorption zu Ende gefiihrt. 

200 cem der iiblichen 2°%igen Caseinlésung (pq etwa 7) werden mit 
1,5cem der erepsinfreien Fermentlésung versetzt, in den Brutschrank 
gestellt. Abnahme nach 1, 5 und 10 Minuten. 

1. Abnahme nach 1 Minute. Die Fermentwirkung wie iiblich ab- 
gebrochen, G-N gnd R-N in der Lésung bestimmt, dann bei etwa px 4,5 
(Methylrot!) die Dialysen in stets frisch hergestellten Kollodiumhiilsen 
angesetzt. Jede einzelne Dialyse dauerte 24 Stunden. — G-N in mg in 
25 cem 56,28. R-N in 1 cem 0,05, (2,42% Spaltung). 1. Dialyse. Wieder- 
gefunden mg N: a) 35,95, b) 37,73; eingefiillt: a) 56,28, b) 56,28; Verlust 
in mg: a) 20,33, b) 18,55, in %: a) 36,1, b) 32,9. — 2. Dialyse. Wieder- 
gefunden mg N: a) 27,29, b) 29,67; eingefiillt: a) 33,59, b) 35,33; Verlust 
in mg: a) 6,29, b) 6,66; in %: a) 18,7, b) 18,9. — 3. Dialyse. Wieder- 
gefunden mg N: a) 23,80, b) 25,07; eingefiillt: a) 25,52, b) 27,82; Verlust 
in mg: a) 1,72, b) 2,74; in %: a) 6,7, b) 10,0. 

2. Abnahme nach 5 Minuten. G-N in mg in 25cem 56,83. R-N in 
| com 0,089 (3,91 % Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N : a) 45,30, 
b) 39,75; eingefiillt: a) 56,83, b) 56,83; Verlust in mg: a) 11,53, b) 17,08; 
in %: a) 20,3, b) 30,1. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 32,4, 
b) 32,76; eingefiillt: a) 42,71, b) 37,15; Verlust in mg: a) 9,76, b) 4,39: 
in %: a) 20,0, b) 11,6. — 3. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 27,28: 
eingefiillt: 30,81; Verlust in mg: 3,53; in %: 11,1. — 4. Dialyse. Wiede: 
gefunden mg N: 26,81; eingefiillt: 30,64; Verlust in mg: 3,83; in %: 12,5. 
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3. Abnahme nach 10 Minuten. G-N in mg in 25cem 61,95; R-N in mg 
in leem 0,092 (3,7° Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 41,77, b) 42,76; eingefiillt: a) 61,95, b) 61,95; Verlust in mg: a) 20,18, 
b) 19,19; in %: a) 32,5, b) 30,9. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 29,66, b) 34,07; eingefiillt: a) 39,05, b) 39,87; Verlust in mg: a) 9,39, 
b) 5,81; im %: a) 24,1, b) 14,8. — 3. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 22,52; b) 25,20; eingefiillt: a) 27,86, b) 31,94. Verlust in mg: 
a) 5,34, b) 6,74; in %: a) 19,6, b) 21,3. 


Versuch 5. Anordnung wie oben. Abnahmen nach '/,, 4, 4, Stunden. 

1. Abnahme nach '/, Stunde. — G-N in mg in 25 cem 56,84; R-N in 
leem 0,18 mg (7,8°, Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 38,15, b) 42,78; eingefiillt: a) 56,84, b) 56,84; Verlust in mg: a) 18,69, 
b) 14,05; in %%: a) 32,9, b) 24,8. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 37,18, b) 36,69; eingefiillt: a) 35,72, b) 40,13; Verlust in b) in mg: 
3,44; in %: 8,5. — 3. Dialyse. Wiedergefunden in mg N: a) 32,62, b) 32,42; 
eingefiillt: a) 35,06, b) 34,67; Verlust in mg: a) 2,45, b) 2,25; in %: 
a) 6,9, b) 6,5. — 4. Dialyse. Wiedergefunden in mg N: a) 25,30, b) 26,94; 
eingefiillt: a) 30,67, b) 30,30; Verlust in mg: a) 5,37, b) 3,37; in %;: 
a) 17,3, b) 11,1. 

2. Abnahme nach % Stunde. G-N in 25cem 42,98; R-N in l cem 
0,25 mg (14,3 % Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 23,46, 
b) 22,42; eingefiillt: a) 42,98, b) 42,98. — Verlust in mg: a) 19,52, b) 20,56; 
in °%: a) 44,4, b) 47,7. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 18,41, 
b) 17,64; eingefiillt: a) 21,88, b) 20,91. — Verlust in mg: a) 3,47, b) 3,27; 
in °4: a) 15,9, b) 15,5. — 3. Dialyse. Wiedergefunden in mg: a) 17,83, 
b) 12,93; eingefiillt: a) 17,91, b) 16,55; Verlust in mg: a) 0,08, b) 3,62; 
in %: a) 0, b) 21,6. — 4. Dialyse. Wiedergefunden in mg: a) 15,82, 
b) 12,85; eingefiillt: a) 11,69, b) 11,97; Verlust in mg: a) 0,88, b) 0; 
%: a) 5,0, b) 0. 

3. Abnahme nach 34 Stunden. G-N in mg in 25 cem 63,98. R-N 
in l cem 0,64 mg (24,6°, Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 38,91, b) 38,71; eingefiillt: a) 63,98, b) 63,98; Verlust in mg: a) 25,07, 
b) 25,29; in %%: a) 29,2,, b) 30,0. —- 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 31,52, b) 31,94; eingefiillt: a) 36,41, b) 36,37. Verlust in mg: a) 4,90, 
b) 4,43; in °%: a) 13,5, b) 12,2. — 3. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 26,12, b) 26,39; eingefiillt: a) 29,68, b) 29,68; Verlust in mg: a) 3,56, 
b) 3,29; im %: a) 12,3, b) 11,1. — 4. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 22,69, b) 22,97; eingefiillt: a) 24,46, b) 24,89; Verlust in mg: a) 1,77, 
b) 1,92; im %: a) 7,2, b) 7,7. 

Versuch 4. Anordnung wie oben. Einmalige Abnahme (bei 37,8 °, 
Spaltung) und sechsmalige Dialyse (alle Dialysen bei etwa py 4,5). — 
1. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 38,47, b) 37,08; eingefiillt: a) 56,00, 
b) 56,00. Verlust in mg: a) 17,53, b) 18,92; in %: a) 30,2, b) 32,5. 

2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 19,16, b) 18,23; eingefiillt: a) 35,96, 
b) 34,44. Verlust in mg: a) 16,18, b) 16,21; in %: a) 46,8, b) 47,2. — 
3. Dialyse. Wiedergefunden mg: a) 11,95, b) 11,47; eingefiillt: a) 17,83, 
b) 16,81. Verlust in mg: a) 5,88, b) 5,34; in %: a) 33,0, b) 31,2. — 
4. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 7,37, b) 7,04; eingefiillt: a) 10,85, 
b) 10,14. Verlust in mg: a) 3,48, b) 3,11; in %: a) 32,0, b) 30,6. — 
5. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 5,61, b) 4,95; eingefiillt: a) 6,53, 
b) 6,15. Verlust in mg: a) 0,92, b) 1,21. — 6. Dialyse. Wiedefgefunden 
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mg N: a) 3,29, b)]3,55; eingefiillt: a) 4,56, b) 4,02. Verlust in my 
a) 1,27, b) 0,47. 


Versuch 9. Anordnung wie oben. Abnahmen nach 5 und 10 Minuten 


1. Abnahme nach 5 Minuten. G-N in mg in 25cem 54,25. R-N in 
leem 0,10, (4,7°% Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N 
a) 37,55, b) 36,55; eingefiillt: a) 54,25, b) 54,25. Verlust in mg: a) 16,7, 
b) 17,7; im %: a) 30,8, b) 32,6. —- 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N 
a) 26,71, b) 24,61; eingefiillt: a) 35,31, b) 34,23; Verlust in mg: a) 8,60, 
b) 9,62; in %: a) 24,3, b) 28,1. — 3. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: 
a) 27,18, b) 20,05; eingrfiillt: a) 25,42, b) 23,2. Verlust in mg: 3,15; 
in %: 13,9. 

2. Abnahme nach 10 Minuten. G-N in mg in 25cem 58,10. R-N in 
leem 0,10, (4,4°, Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: 
a) 46,88, b) 43,34; eingefiillt: a) 58,10, b) 58,10. Verlust in mg: a) 11.2, 
b) 14,76; in %: a) 19,2, b) 25,1. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: 
a) 33,09, b) 24,07; eingefiillt: a) 44,24, b) 41,00. Verlust in mg: a) 11,15, 
b) 16,92; in %: a) 25,2, b) 41,3. — 3. Dialyse. Wiedergewonnen mg N 
a) 30,64, b) 23,23; eingefiillt: a) 30,93, b) 22,77. Kein Verlust. 


C. Dritte Versuchsreihe. 
Erganzung der Reihe A unter Beriicksichtigung kleinster und kleiner Spaltungen. 


Versuch 14. 2° iges Casein wie iiblich hergestellt. 1. Abnahme sofort. 
75cem Casein mit Séure geflockt, aufgekocht, waihrend des Kochens mit 
leem gekochtem Ferment versetzt, abgekiihlt, mit wenig Lauge gelést; 
in der Lésung G-N, R-N, Amino-N (s. unten) bestimmt. Dann die Dialyse, 
wie iiblich, bei etwa pa 4,5 angesetzt. —- Weitere 325ccm Caseinlésung 
mit 2,5 Ferment im Brutschrank gehalten. Abnahme nach 5, 10, 20 und 
40 Minuten. 

1. Abnahme (sofort, ohne Spaltung). G-N in mg in 1 cem 2,44; R-N 
in mg in 1 cem 0,05 (2,1 %). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N in 25 ccm 
a) 56,96, b) 54,71; eingefiillt: a) 61,11, b) 61,11. Verlust in mg: a) 4,15, 
b) 6,40; in %: a) 6,8, b) 10,04. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 41,29, b) 50,14; eingefiillt: a) 53,12, b) 51,50. Verlust in mg: a) 1,83, 
b) 1,36; in %: a) 3,5, b) 2,7. 

2. Abnahme nach 5 Minuten. — G-N in mg in 1 cem 2,46; R-N in 
mg in 1 eem 0,07 (2,9% Spaltung). —- 1. Dialyse. Wiedergefunden in mg: 
a) 44,98, b) 46,85; eingefiillt: a) 61,53, b) 61,53. Verlust in mg: a) 16,55, 
b) 14,68; in °%: a) 26,9, b) 23,7. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: 
a) 38,39, b) 30,75; eingefiillt: a) 42,77, b) 44,26. Verlust in mg: a) 4,38, 
b) 13,52; in %: a) 10,2, b) 30,9. 

3. Abnahme nach 10 Minuten. G-N in 1 cem 2,48 mg; R-N in 1 cem 
0,08 mg (3,3% Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 49,75. 
b) 46,01; eingefiillt: a) 62,02, b) 62,02. Verlust in mg: a) 12,24, b) 16,01; 
in %: a) 19,8, b) 25,8. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 43,26. 
b) 31,27; eingefiillt: a) 46,87, b) 43,7. Verlust in mg: a) 3,61, b) 12,43; 
in %: a) 7,8, b) 28,4. 

4. Abnahme nach 20 Minuten. G-N in 1 ccm 2,46 mg; R-N in | ccm 
0,115 (4,8% Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 56,05, 
b) 48,27; eingefiillt: a) 61,53, b) 61,53. Verlust in mg: a) 5,48, b) 13,26; 
in %: a) 8,9, b) 21,5. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 34,40, 
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b) 33,62; eingefiillt: a) 53,09, b) 45,39. Verlust in mg: a) 18,70, b) 11,76; 
%: a) 34,7, b) 25,9. 

5. Abnahme nach 40 Minuten. G-N in | cem 2,47 mg; R-N in l cem 
(24 (9,99 % Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen: a) 50,14, b) 48,86; 
emgefiillt: a) 61,87, b) 61,87. Verlust in mg: a) 11,73, b) 13,01; in °%: 
a) 18,9, b) 21,0. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 29,95, b) 30,74; 
eingefiillt: a) 46,43, b) 46,12. Verlust: a) 16,48, b) 15,38; in °: a) 35,5, 
b) 33,3. 


Versuch 15. Anordnung wie im Versuch 14. 1. Abnahme (mit auf- 
yekochtem Ferment versetzte Caseinlésung) sofort. Bei der tryptischen 
Spaltung Abnahme nach 5, 10, 15 und 20 Minuten. 

1. Abnahme sofort (ungespaltenes Casein). G-N in lLecem 2,39 mg; 
R-N 0,05, mg (2,5°,). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 51,05, 
b) 52,11; eingefiillt: a) 59,64, b) 59,64. Verlust in mg: a) 8,59, b) 7,53; 
in %: a) 14,4, b) 12,7. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 46,95, 
b) 47,58; eingefiillt: a) 48,11, b) 48,94. Verlust in mg: a) 1,16, b) 1,36; 
in %: a) 2,4, b) 2,8. 

2. Abnahme nach 5 Minuten. G-N in 1 cem 2,36 mg; R-N in l cem 
0,08 mg (3,4°, Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 46,79, 
b) 45,76; eingefiillt: a) 58,87, b) 58,87. Verlust in mg: a) 12,08, b) 13,11; 
in %: a) 20,5, b) 22,3. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 40,46, 
b) 35,33; eingefallt: a) 44,07, b) 43,34. Verlust in mg: a) 3,61, b) 8,02; 
in %: a) 10,5, b) 18,2. — 3. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 39,45, 
b) 31,30; eingefiillt: a) 38,18, b) 33,48. Verlust: a) 0, b) 2,18 (6,5%). 

3. Abnahme nach 10 Minuten. G-N in leem 2,37 mg;; R-N 0,14 
(5,9°% Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 45,79, b) 45,68; 
eingefiillt: a) 59,15, b) 59,15. Verlust in mg: a) 13,36, b) 13,47; in %: 
a) 22,6, b) 22,8. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 37,27, b) 33,35; 
eingefiillt: a) 43,00, b) 42,96. Verlust in mg: a) 5,73, b) 9,61; in °%;: 
a) 13,2, b) 22,4. — 3. Dialyse. Wiedergefunden in mg N: a) 27,95, b) 28,41; 
eingefiillt: a) 35,03, b) 31,28. Verlust in mg: a) 7,09, b) 2,87; in °%: 
a) 20,2, b) 9,17. 

4. Abnahme nach 15 Minuten. G-N in leem 2,37 mg; R-N 0,16 mg 
(6.6%, Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden in mg: a) 43,95, 
b) 48,57; eingefiillt: a) 59,15, b) 59,15. Verlust in mg: a) 15,20, b) 10,58; 
in %: a) 25,7, b) 17,9. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 36,20, 
b) 35,26; eingefiillt: a) 41,24, b) 45,78. Verlust in mg: a) 5,03, b) 10,52; 
in %: a) 12,2, b) 22,9. — 3. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 32,00, 
b) 32,09; eingefiillt: a) 34,15, b) 33,21; Verlust in mg: a) 2,15, b) 0,32; 
in %: a) 6,29, b) 0,96. 

5. Abnahme nach 20 Minuten. G-N in 1 cem 2,41 mg; R-N 0,28 mg 
(11,7°% Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden in mg N: a) 45,60, 
b) 46,10; eingefiillt: a) 60,20, b) 60,20. Verlust in mg: a) 14,60, b) 14,10; 
in %: a) 24,3, b) 23,4. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 35,01, 
b) 40,83; eingefiillt: a) 42,54, b) 43,23. Verlust in mg: a) 7,53, b) 2,40; 
in %: a) 17,5, b) 5,6. — 3. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 35,13, 
b) 31,67; eingefiillt: a) 32,83, b) 38,55. Verlust: a) 0, b) 6,89 mg (17,99 °). 


Versuch 20. Anordnung wie oben. Caseinlésung mit Trypsin gespalten. 
Abnahme nach 5 und 10 Minuten. 

1. Abnahme sofort (ungespaltenes Casein; die bei etwa py 4,5 auf- 
gekochte Caseinlésung wird wahrend des Kochens mit 0,5 ccm aufgekochtem 
Ferment versetzt). G-N in 1 cem 2,44 mg; R-N in 1 cem 0,76 mg (3,1 °,). — 





214 P. Rona u. E. Mislowitzer: 


1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 54;72, b) 54,58; eingefiillt: a) 60,90. 
b) 60,90. Verlust in mg: a) 6,18, b) 6,32; in %: a) 10,13, b) 10,37. 

2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 49,14, b) 50,13; eingefiillt: a) 51,55, 
b) 51,34. Verlust in mg: a) 2,41, b) 1,2; in %: a) 4,7, b) 2,6. 

2. Abnahme nach 5 Minuten. G-N in 1 cem 2,46mg; R-N in 1 com 
0,10 (4,2°% Spaltung). —- 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 46,43, 
b) 46,88; eingefiillt: a) 61,6, b) 61,6. Verlust in mg: a) 15,17, b) 14,73: 
in %: a) 24,6, b) 23,9. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 40,65, 
b) 39,02; eingefiillt: a) 43,26, b) 43,70. Verlust in mg: a) 2,62, b) 4,69: 
in %: a) 6,1, b) 10,7. 

3. Abnahme nach 10 Minuten. G-N in 1 cem 2,48 mg; R-N in 1 cem 
0,30 (12,2% Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 49,34, 
b) 47,78; eingefiillt: a) 62,09, b) 62,09. Verlust in mg: a) 12,74, b) 14,31: 
in %: a) 20,5, b) 23,1. — 2. Dialyse. Wiedergefunden mg N: a) 41,11, 
b) 39,52; eingefiillt: a) 46,31, b) 44,70. Verlust in mg: a) 5,2, b) 5,18; 
in %: a) 11,2, b) 11,6. 

Versuch 21. Anordnung wie oben. Caseinlésung mit Trypsin gespalten. 
Abnahme nach 5 und nach 15 Minuten. 

1. Abnahme sofort (Anordnung wie im Versuch 20). G-N in l cem 
2,46 mg; R-N in l cem 0,07 mg (2,9%). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen 
mg N: a) 54,00, b) 56,32; eingefiillt: a) 61,11, b) 61,11; Verlust in mg: 
a) 7,11, b) 4,79; in %: a) 11,6, b) 7,8. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen 
mg N: a) 49,31, b) 53,44; eingefiillt: a) 50,75, b) 53,12. Verlust in mg: 
a) 1,44, b) 0; in %: a) 2,9, b) 0. 

2. Abnahme nach 5 Minuten. G-N in l cem 2,46mg; R-N in 1 cem 
0,28 mg (11,4°% Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 43,85, 
b) 46,79; eingefiillt: a) 61,46, b) 61,46. Verlust in mg: a) 17,61, b) 14,66; 
in %: a) 28,7, b) 23,9. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 33,62, 
b) 36,88; eingefiillt: a) 41,08, b) 44,01. Verlust in mg: a) 7,46, b) 7,13; 
in %: a) 18,2, b) 16,2. 

3. Abnahme nach 15 Minuten. G-N in l cem 2,46 mg; R-N in 1 cem 
0,30 (12,3° Spaltung). — 1. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 47,51, 
b) 45,91; eingefiillt: a) 61,46, b) 6',46. Verlust in mg: a) 13,95, b) 15,55; 
in %: a) 22,7, b) 25,3. — 2. Dialyse. Wiedergewonnen mg N: a) 33,30, 
b) 39,47; eingefiillt: a) 44,80, b) 42,18. Verlust in mg: a) 11,50, b) 2.71; 
in %: a) 25,7, b) 6,4. In diese Reihe gehért auch Versuch 6. 


Priifung der Frage, ob eine Adsorption bei einer Caseinlésung, die in alkalischer 
Lésung (ohne Ferment) [py etwa 7,5] im Brutschrank gestanden hat, nach- 
zuweisen ist. 

Versuch 22. 2°%ige Caseinlésung wie gewéhnlich hergestellt. 1. Ab- 
nahme. 75cem der Caseinlésung werden mit n H,SO, bis etwa px 4,5 
angeséuert, aufgekocht, abgekiihlt, in wenig Lauge gelést, in der Lésung 
G-N und R-N bestimmt, bei etwa px 4,5 dialysiert. 2. Abnahme. Dieselbe 
Lésung steht '/, Stunde im Brutschrank, dann wie bei der 1. Abnahme 
behandelt. — G-N in 1 cem in Abnahme 1: 2,44 mg, in Abnahme 2: 2,40 mg. 
R-N in leem in Abnahme |: 0,05 (2,2°); in Abnahme 2: 0,46 (1,9°,). 

1. Abnahme. Nach der Dialyse wiedergefunden mg N: a) 56,26, 
b) 59,68; eingefiillt: a) 60,97, b) 60,97. Verlust in mg: a) 4,71, b) 1,29; 
in %: a) 7,73, b) 2,11. 
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2. Abnahme. Nach der Dialyse wiedergefunden mg N: a) 55,62, 
b) 57,77; eingefiillt: a) 59,64, b) 59,64. Verlust in mg: a) 4,02, b) 1,87; 
in %: @) 6,7, b) 3,1. 


[11. Adsorption von ungespaltenem und von gespaltenemCasein durch Kohle. 


Versuch 35. 250cem 2% iger Caseinlésung, wie gewdhnlich hergestellt, 
werden in zwei Teile geteilt. 

1. 125 cem werden sofort abgenommen, mit HCl auf px 1,62 gebracht, 
abfiltriert, G-N bestimmt, dann zweimal 50 cem mit je 5 g Kohle geschiittelt, 
im Filtrat N bestimmt. 

2. 125 cem werden mit 2,5 cem Ferment im Brutschrank eine Stunde 
gespalten, dann mit HCl auf pq 1,90 gebracht, im Filtrat G-N und R-N 
bestimmt, dann mit Kohle wie oben behandelt. 

In 1. G-N in 25cem 59,36mg; nach der Adsorption in 25 cem: 
a) 33,95 mg, b) 31,01 mg. 

In 2. G-N in 25cem 57,05mg; nach der Adsorption in 25 cem: 
a) 30,73 mg, b) 30,45 mg. 

In 2. R-N in 1 cem 0,53 mg, d. h. 23,49 Spaltung. 

Adsorbiert von der Kohle von ungespaltenem Casein: a) 42,8%, 
b) 47.7%; vom gespaltenen: a) 46,1%, b) 46,6%. 


IV. Verhinderung bzw. Verringerung der Adsorption durch Amylalkohol 
bei der Dialyse. 


Versuch F. 2° ige Caseinlésung, die 1 Stunde fermentativ gespalten 
war (in 30cem 68,46 mg N), wird 1. in mit Amylalkohol vorbehandelten 
Hiilsen und unter Zusatz von Amylalkohol, 2. wie gewdhnlich dialysiert. 
Wiedergewonnen in 1. 71,2mg; in 2. 53,1 mg N. 


Versuch H. Caseinlésung (in 30 ccm 43,6mg) wird 2 Stunden lang 
fermentativ gespalten. I. Dialyse der schwach alkalischen Caseinlésung 
a) mit b) ohne Amylalkohol. Wiedergewonnen in a) 42,14 mg N, in 
b) 31,27 mg N. Il. Dialyse der angeséuerten Caseinlésung a) mit, b) ohne 
Amylalkohol. Wiedergewonnen in a) 41,23 mg N; in b) 32,27 mg N. 


Versuch M. 2% ige Caseinlésung wird, mit 8 ccm Ferment versetzt, 
im Brutschrank stehengelassen. Nach 1 Stunde, nach 3 Stunden, nach 
24 Stunden abgenommen. Die einzelnen Proben werden a) unter Zusatz 
von Amylalkohol, b) ohne Amylalkoholzusatz dialysiert. 

1. Abnahme. In 30cem 64,59mg N (Spaltung 15.4%). Wieder- 
gewonnen: a) 61,47mg N, b) 45,66 mg N. 

2. Abnahme. In 30ccm 77,04mg N (Spaltung 53,5°). Wieder- 
gewonnen: a) 63,88mg N, b) 58,83 mg N. 

3. Abnahme. In 30cem 81,30mg N (Spaltung 66,8%). Wieder- 
gewonnen: a) 82,77 mg N, b) 67,03 mg N. 


Versuch N. Ansatz wie im Versuch M. a) Dialyse mit, b) Dialyse 
ohne Amylalkohol. 

1. Abnahme. In 30ccem 69,63 mg N (Spaltung 30,5°). Wieder- 
gewonnen: a) 56,63 mg N, b) 41,50 mg N. 

2. Abnahme. In 30ccm 70,32mg N (Spaltung 62,2°%,). Wieder- 
gewonnen: a) 57,46mg N, b) 49,88 mg N. 
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3. Abnahme. In 30cem 71,02 mg N (Spaltung 73.45%). Wied: 
gewonnen: a) 65,52 mg N, b) 63,84 mg N. 

Adsorbierte N-Mengen kénnen zum Teil durch Amylalkohol nach. 
triglich verdringt werden. 


Versuch J. Versuchsanordnung wie in H (Fermentspaltung 20 Stunden). 
— Die Caseinlésung enthalt in 30 ccm 73,50 mg N. I. Dialyse der schwac}, 
alkalischen Caseinlésung a) mit, b) ohne Amylalkohol. Wiedergewonnen 
in a) 68,88 mg N, in b) 63,28 mg N. — II. Dialyse der angeséuerten Casein- 
lésung a) mit, b) ohne Amylalkohol. Wiedergewonnen mg N: a) 66,06 mg N, 
b) 60,94. 

Die Hiilsen Ib und IIb werden, mit destilliertem Wasser + Amy).- 
alkohol versetzt, 24 Stunden lang stehengelassen. Wiedergewonnen mg N: 
in Ib 4,83, in ILb 6,03. 


Versuch K. 2%ige Caseinlésung wird mit 10 ccm Fermentlésung iim 
Brutschrank gespalten, sofort, nach 1 Stunde, nach 3 Stunden, nach 
24 Stunden abgenommen und a) mit, b) ohne Amylalkohol (bei pg 4,5) 
dialysiert. 

1. Abnahme sofort. In 30cem 76,68 mg N (R-N 2,9). Wieder- 
gewonnen nach der Dialyse: a) 71,71, b) 70,46. 


2. Abnahme nach 1 Stunde. In 30 cem 76,68 mg N (Spaltung 14,2°,). 
Wiedergewonnen nach der Dialyse: a) 26,12, b) 22,74. 


3. Abnahme nach 3 Stunden. In 30 cem 76,68 mg N (Spaltung 34,3 °,,). 
Wiedergewonnen nach der Dialyse: a) 49,00, b) 41,29. 


4. Abnahme nach 24 Stunden. In 30 cem 76,68 mg N (Spaltung 57,7 °,). 
Wiedergewonnen nach der Dialyse: a) 70,69, b) 60,43. 


Die Hiilsen von der 2. und 3. Abnahme sind nach der Dialyse mit 
destilliertem Wasser + Amylalkohol 24 Stunden stehengelassen worden. 
Wiedergewonnen in 2 a) 2,37, 2 b) 2,28; in 3 a) 3,58, 3 b) 5,44; in 4 a) 2,96, 
4b) 4,19 mg N. 


Versuch M. Die Hiilsen vom Versuch M (s. oben) sind mit destilliertem 
Wasser + Amylalkoho! 24 Stunden stehengelassen worden. Wiedergewonnen 
in la) 1,52, in 1 b) 4,04; in 2a) 2,75, in 2b) 6,58; in 3a) 1,18, in 3b) 
4,95 mg N. 

Die zur Analyse benutzten Hiilseri gaben an destilliertes Wasse1 
keinen Stickstoff ab, an etwa n/2 NaOH in 24 Stunden jedoch betrachtliche 
Mengen. So wurden gefunden bei Laugenbehandlung gebrauchter Hiilsen 
im Versuch H 26,3 mg N; im Versuch D 27,72 mg N, wahrend bisher 
unbenutzte Hiilsen im Versuch H nur 1,74 mg N, im Versuch G 2,32 mg N 
abgaben, und selbst diese niedrigen Werte verringern sich bei Beriicksichtigung 
des blinden N-Wertes der Lésungen. 


Die mit Amylalkohol behandelten Hiilsen verandern ihre Durchlassig- 
keit nicht nachweislich. Sie bleiben fiir Eiwei8 undurchlassig. Harnstoft- 
und Kaliumchloridlésungen diffundieren wie durch unbehandelte Hiilsen 
So z. B. im Versuch L (Diffusionsversuch durch mit Amylalkohol vor- 
behandelte Kollodiumhiilsen, Dauer 24 Stunden) wurde in je 5ccm 
Harnstofflésung gefunden: innen 0,47, mg N, auBen 0,44,mg N. Ferner 
in je 2cem innen 21,5 mg Cl, auBen 19,6 mg Cl. — Die Kollodiumhiilsen 
werden durch Behandeln mit starker Lauge allmahlich zerstért. 
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V. EinflugB des Hiilsenmaterials und der Dicke der Hiilsenmembran. 


Eine Pergamenthiilse (Schleicher-Schiill) verhalt sich a&hnlich wie eine 
Kollodiumhiilse; die Adsorption scheint etwas geringer zu sein (vgl. die 
Versuche 2 und 3). 

Versuch C. In die Dialysierhiilse eingefiillt mg N: 86,01. Nach der 
Dialyse wiedergefunden: I. Kollodiumhiilse a) 47,5, b) 49,6. II. Schleicher- 
Schill a) 58,9, b) 61,4. 

Versuch D. In die Dialysierhiilse eingefiillt mg N: 80,3. Nach der 
Dialyse wiedergefunden: I. Kollodiumhiilse 68,25. II. Schleicher-Schiill 
a) 70,95, b) 71,7. 

Versuch E. In die Dialysierhiilse eingefiillt mg N: 75,0. Nach der 
Dialyse wiedergefunden: I. Kollodiumhiilse a) 59,0, b) 52,9. Il. Schleicher- 
Schill a) 64,0, b) 52,0. 

Die AbsorptionsgréBen zwischen Kollodiumhiilsen und Schleicher- 
Schiill-Hiilsen lassen sich jedoch nicht ohne weiteres vergleichen, da die 
Dicke der Kollodiumbhiilse fiir die AdsorptionsgréBe von Bedeutung ist. 
Sehr diinne (nur durch einmaliges Eintauchen in Kollodium hergestellte) 
Hiilsen adsorbieren nicht stark, wie dies die folgenden Versuche zeigen: 


Versuch R. In die Hiilse eingefiillt mg N: 76,86. Nach der Dialyse 
wiedergefunden mg N: 62,12, 67,03. SpaltungsgréBe (R-N in % des G-N): 
29,3. ° 

VersuchQ. In die Hiilse eingefiillt mg N: 70,32. Nach der Dialyse 
wiedergefunden mg N: 62,23, 61,50. SpaltungsgréBe (R-N in % des 
G-N): 43,8. 

Die Adsorptionswerte waren also geringer als die bei den ent- 
sprechenden Spaltungen mit den gewéhnlichen, dickeren Hiilsen erhaltenen. 

Bei einer Spaltungsgré6Be von 73,5% ist die Adsorption! mit einer 
gewohnlichen Hiilse schon gering, mit besonders dicken Hiilsen schon 
betrachtlich. 

Versuch O. In die Dialysierhiilse eingefiillte mg N: 71,82; Spaltungs- 
gréBe (R-N in % des G-N): 73,5°%. Nach der Dialyse wiedergefundene 
mg N: a) bei gewéhnlichen Hiilsen (durch zweimaliges Eintauchen in 
Kollodium hergestellt): 63,81, b) bei sehr dicken Hiilsen (durch sechs- 
maliges Eintauchen in Kollodium hergestellt): 52,74, 51,31. 

Zwei weitere Versuche, die mit diinnen Kollodiumhiilsen ausgefiihrt 
worden sind, zeigen, daB die Kollodiumhiilsen starker adsorbieren als die 
Pergamenthiilsen. 


Versuch 2. In die Dialysierhiilsen eingefiillt mg N: 54,3. Nach der 
Dialyse wiedergefundene N-Menge, mg: I. Kollodiumbhiilse 39,6, 42,3. 
Il. Schleicher-Schiill 55,96. 


Versuch 3. In die Dialysierhiilsen eingefiillt mg N: 55,8. Nach der 
Dialyse wiedergefundene N-Menge, mg: I. Kollodiumbhiilse 40,55, 40,14, 
40,13. IL. Schleicher-Schiill 51,1, 51,6, 49,1. 


VI. EHinfluB der Zeit auf die Adsorption. 


Die Dialysen wurden stets fiir 24 Stunden angesetzt, da sich gezeigt 
hat, daB die Adsorptionsvorgiénge friihestens erst nach 5 Stunden be- 
endet sind. 
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In die Dialysierhiilsen eingefiillte Menge N 72,18 mg. — Nach der 
Dialyse wiedergefundene N-Menge, mg: Nach einer Dialyse von 5 Minuten 
69,72, 64,00; von 3 Stunden 69,31, 69,74; von 5 Stunden 47,80, 56,93: 
von 24 Stunden 47,29, 52,62. 


Vil. 


Es werden nicht nur héhere Spaltprodukte adsorbiert, sondern auch 
solche, die schon zu dem R-N gehéren. In den folgenden Versuchen (N und 8) 
kommen in die Dialysierhiilsen die eiweiBfreien Filtrate der Spaltungs- 





fliissigkeiten. 
Tabelle I. 
, Zur Dial ingefull Nach der Dial 
Spengepeee N:Menge (eiweiBtrei) wiedergefund. NeMenge EnteiweiSungsmitte! 
R«N in °%Jo des N mg 2 mg 

30,5 8,48 3,10, 3,56 
62,2 13,03 7,55 Kolloidales Eisen 
73,4, 19,17 14,50, 13,36 
30,5 | 13,34 8,10, 6,25 
62,2 16,85 10,63, 11,07 Sublimat 
73,4, 21,50 | 17,46, 16,60 
30,5 7,24 4,53 Kongorot 


Andererseits werden die niedrigsten Spaltprodukte nicht oder nicht 
so stark adsorbiert, da bei sehr hoher SpaltungsgréBe die Adsorption gering 
ist (vgl. Tabelle I). Glykokoll und Glycylglycerin werden nicht adsorbiert. 








Tabelle II. 
Glykokoll. Glycylglycin. 
Zur Dialyse Nach der Dialyse Zur Dialyse Nach der Dialyse 
cingefiillter N | wiedergefundener N eingefullter N wiedergetundener N 
mg mg mg mg 
13,22 11,97 11,77 10,74 
Nach der Dialyse innen | Nach der Dialyse auBen | Nach der Dialyse innen | Nach der Dialyse auBen 
0,708 0,70, 0,577 0,585 





Die Adsorption an die Kollodiumhiilse scheint bei saurer Reaktion 
etwas starker zu sein als bei alkalischer. 


Tabelle III. 
Einflu8 der Reaktion. 





Zur Dialyse eingefiillter N Nach der Dialyse wiedergetundene N-Menge, mg 


| mg Pu etwa 4,5 PH etwa 7 


Versuch 
| 


E | 75,94 52,94 59,64 
J 73,50 60,9 63.3 
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Tabelle IV. 
Einflu8 der Reaktion. 





Pa: 30 45 55 65 7,5 a5 


Zur Dialyse eingefillte N-Menge, mg: 
56 56 56 56 56 56 


Nach der Dialyse wiedergefundene N-Menge, mg: 
38,0, 37,73 37,38, 36,16 | 38,47, 37,08 | 35,67, 37,22 45,68, 45,60 44,36, 45,68 


Vill. 


Aus der gleichzeitigen Verfolgung der Adsorption des gespaltenen 
Caseins und der Aminostickstoffwerte ergibt sich, daB eine Adsorption 
ohne Aufspaltung von CONH-Gruppen vor sich gehen kann. 

Die folgenden Versuche zeigen zuniichst, daB die Vermehrung des 
Aminostickstoffs bei kleinen Spaltungsgraden, die durch den R-N aus- 
gedriickt werden, sehr gering ist. 

Versuch 11. 2° ige Caseinlésung. 1. Abnahme. a) Sofort. 50cem 
Caseinlésung durch Séure geflockt, aufgekocht, abgekiihIt, in wenig Lauge 
gelést, in der Lésung G-N, R-N, Amino-N bestimmt. b) Sofort, wie in a), 
nur wird beim Aufkochen der Lésung noch 0,5 cem aufgekochtes Ferment 
zugefiigt. — 150cem der Caseinlésung werden mit 1,5cem Ferment im Brut- 
schrank gespalten. Abnahme nach 5, 10 und 15 Minuten, wie bei der ersten 
Abnahme behandelt. 





Aineiens: la 1b 2 3 4 
GN | 
mg N/ecm || 2.48 2,49 2,52 2,52 2.54 


R-N | 
mg N/eem |/0,095 (3,3 %) 0,092 (3,8 %) 0,098 (3,9 %) 0,145 (5,8 %)0,18, (7,5 %) 
Amino-N 
mg Nicem 0,08, (3,9 %)|0,10,, (4,2 %) 0,16, (6,7 %) 0,17, (6,8 %)/0,185 (7,4 %) 


Versuch 13. Anordnung wie im Versuch 11. Abnahme nach der 
fermentativen Spaltung 2 bis 5, nach 5, 10, 15 und 20 Minuten. 








Abashens : la 1 b 2 
G-N...... mg/com 2,16 2,17 2,17 
Ge 5 <6 “ 0,036 (1,79) 0,042 (1,93 %) -- 
Amino-N... . s 0,10, (4,8°%) , 0,09, (4,5 %) 0,129 (5,6%) 

Abnahme: 3 4 5 

| 

G-N ..... . mgjcem | 2,22 2,22 2,24 
| aaa ® 0,08, (3,68%) | O11 (4,92%) | 0,15 (6,5%) 
Amino-N... . » || 0,13, (5,9 %) | 012, (58 %) | 0,12, (5.1%) 


Versuch 14. Anordnung wie im Versuch 11. Die 1. (sofortige) Abnahme 
vorher (wie oben in 1b) mit 1 cem aufgekochtem Ferment versetzt. Die 
iibrige Caseinlésung (325 cem) mit 2,5 cem Ferment im Brutschrank stehen- 
gelassen, dann nach 5, 10, 20 und 40 Minuten abgenommen und wie iiblich 
verarbeitet. 
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a 1 2 3 4 5 
— Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. Nach 20 Min. Nach 40 Mi: 
G-N,mg/eem 2,44 2.46 248 | 246 2.47 


R-N, S 0,05 (2,1 %)/0,07, (2,9 %)/0,08, (3,3 %)/0,115 (4,8 % ) 0,24 (9,99 ' 
Amino-N, 
I mg/eem 0,10; (4,4 %)0,13, (5,3 °%) 0,13, (5,3 © /,)|0,13, (5,3 %) 0,13. (5,5 


Ferner wurden bei jeder Abnahme je 25cem zweimaliger Dialyse unte) 
worfen (vgl. S. 212). 


Die noch iibriggebliebenen Fliissigkeiten der einzelnen Proben werden 
mit kolloidalem Eisen enteiweiBt und im aliquoten Teil des Filtrats Amino-N 
bestimmt. 

Die Amino-N-Werte in mg (berechnet auf Volumenverhaltnisse de: 
friiheren Abnahmen): 

1. Abnahme: 0,476; 3. Abnahme: a) 0,396, b) 0,422; 4. Abnahme 
0,526; 5. Abnahme: a) 0,47,, b) 0,513. 

Versuch 15. Anordnung wie im Versuch 14. 1. Abnahme sofort, wie im 
Versuch 14. Abnahmen nach der Fermentspaltung nach 5, 10, 15, 20 Mi- 
nuten. 





Abnahme: 1 . . . > 
* | Sofort Nach 5 Min. | Nach 10 Min. | Nach 15 Min. | Nach 20 Min, 
G-N, mg/cem 2,39 2,35 2,37 2,37 2.41 


~ -« 0,59 (2,5%)/0,08 (3,4°,) 0,14 (5,9 %) 0,15, (6,6 %,) 0,28 (11,7 
Amino:N, 
mg/eem | 0,10 (4,2 %) 0,10,(4,5 %) 0,10; (4,5 %) 0,129 (5,5 °,) 0,15, (6,5 % ) 


Ferner wurden bei jeder Abnahme je 25 cem zweimaliger Dialyse 
unterworfen (vgl. die Werte S. 213). 


Weitere Versuche iiber die Frage: Wie verhalt sich die Aminostickstoff- 
vermehrung zur Reststickstoffvermehrung bei der Spaltung ? 


Versuch 16. 2%ige Caseinlésung. 1. Abnahme sofort. [Die sauer 
aufgekochte Caseinlésung (20cem) wird mit 0,5 cem aufgekochtem Ferment 
versetzt.] — 80 ccm Caseinlésung werden mit 0,75 cem Fermentlésung im 
Brutschrank gespalten. Abnahmen (2 bis 5) nach 5, 10, 15, 20 Minuten. 





Tg: geet” 3 4 


Abnahme: : 
mene" Sofort | Nach 5 Min. | Nach 10 Min. Nach 15 Min. | Nach 20 Min 
G-N, mg/ecm 2,17 2,21 2,26 2,26 2,30 
R-N, , _ 0,085 (3.9%) 0,09 (4,8 %) 0,134 (6,1 %) 0,17, (7,7 %) 0,85, (15,5%) 
Amino-N, 


mg/eem 0,12, (5,9 %).0,18, (6,38 %) 0,14, (6,3 %)'0,14, (6,5 %) 0,15, (6,9 °,) 
Zuwachs an 


R-N, mg 0 0,005 0,050 0,089 0,272 
Zuwachs an | 
Amino-N,mg 0 0,015 0,017 0,025 0,136 


Von der 5. Abnahme wurden 4cem mit kolloidem Eisen enteiweiBt. 
Amino-N in mg in l cem 0,1616. 
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Versuch 17. 


Versuchsanordnung wie im Versuch 16. 
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G-N 
K-N 


Losung 


{mino-N in der 


1 
Abnahme : Sefert 
mg/eem 2,41 


? 


Nach 5 Min. 


2,45 


3 
Nach 10 Min 


2,49 


» O11 (4,7%) | 0,13, (5,5 %) | 0,86, (14,6 %) 


Amino-N in der nicht enteiweiften 


mg/eem 


enteiweibten 


0,13, (5.6%) 0,13; (5,6%) 0,18, (7.2%) 








Losung mg/eem 0,057, 0,057 0,084 
Zuwachs an R-N. " 0 0,020, 0,250, 
Zuwachs an Amino-N (nicht ent- 

eiweibt) . mg/cem 0 0,00, 0,04, 
Zuwachs an Amino-N (enteiweibte 

Losung) . mg/ecm 0 0 0,026 

4 5 
Abnahans: 5 Nach 15 Min. Nach 20 Min 
G-N mg/eem 2.49 2,48 
ee AP i an 0,41, (16,5%) 0,55, (22,5°,) 
Amino-N in der nicht enteiweibt. Losung » 0,18; (7,2%) 0,19, (7,9%) 
- . » enteiweibten Losung . . ™ 0,078 0.107 
Zuwachs an R-N . - 0,300, 0,443, 
. » Amino-N (nicht enteiweibt) ” 0,04, 0,06, 
» ° . (enteiweibte Lésung)  , 0,025 0,04, 
Versuch 18. Anordnung wie im Versuch 16. 
Abnahme: : 3 : . 
— Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min. Nach 20 Min. 
G-N mg/cem 2.58 2.55 2,55 2.58 
R-N . mg/ecm = 0,04, (1,7 %) 0,03, (5,5 %) 0,31, (12,4%) 0,44, (17.2%) 


Amino-N in der nicht 
enteiweibten Lésung, 
mg ccm 

Amino-N in der ent- 
eiweibt. Lsg., mg/ecm 
R-N, 
mg/eem 


Zunahme__— des 


Zunahme des Amino-N 
in d. nicht enteiweibt. 
Lésung . Ing/eem 


Zunahme des Amino-N 
in der enteiweibten 
Lésung 


. Mgecm 


0,14, (5,6 %) 0,175 (6,8%) 0,16) (6,7%) 0,17, (6.9%) 


0,02 0,046 
0 0,095 
0 0,02, 
0 0,02, 


0,046 


0,27, 


0,02, 


0.07 


0,40, 


0,03, 


0,05, 
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Versuch 19. Anordnung wie im Versuch 16. 





Abnahme: 


G-N ... . mg/cem 
O° (i —_s 

Amino-N in der nicht 

enteiweibten Lésung, 

mg/ccm 

Amino-N in der ent- 


1 2 3 4 
Sofort Nach 5 Min. Nach 10 Min, Nach 20 Mir 
2.44 2,45 2,48 2,48 


0,03, (1,6%) 0,10, (44%) | 0,27(10,9%) 0,30 (12,0°,) 


0,13, (5.5%) 0,165 (6,7%) 0,16, (6,9%) 0,163 (6,6° 





eiweibt. Lsg., mg/cem 0,011 0,02, 0,045 0,045 
Zunahme des_ R-N, 
mg/eem 0 0,06 0,23, 0,25, 
Zunahme des Amino-N 
in d. nicht enteiweiBt. 
Lésung . . mg/ecm 0 0,02, 0,03 0,02, 
Zunahme des Amino-N 
in der enteiweibten 
Losung . . mg/eem 0 0,01, 0,03 0,03 
Versuch 20. Anordnung wie im Versuch 16. 
: 1 2 3 
— _ Sotort Nach 5 Min. Nach 15 Min 
AE ee mg ecm 244 2,47 2,48 
aa 0,05, (2,1%) 0,079(3,4%) 0,28 (11,4°) 


Amino-N in der ‘nicht ‘eateiweiSten 


Lésung 


mgjeem | 0,15, (6,5%) | 0,15» (65%) 0,19, (7,8%) 





Amino-N i. d. enteiweiBt. Lag sé 0,017 0,017 0,056 
Zuwachs des R-N ae wh 0 0,02, 0,23 
Zuwachs des Amino-N in ’ der nicht 
enteiweibten Lésung . . mg/ecm 0 0 0,03, 
Zuwachs von Amino-N in der ent- 
eiweibten Lésung mg/cem 0 0 0,03, 
Versuch 21. Anordnung wie im Versuch 16. 
ai prety § 2 3 
Seem: Sofort Nach 5 Min. Nach 15 Min. 
G-N mg/ceem 2,44 2,46 2,46 
R-N 0,047 (1,9°%,) 0,25, (10,4%) 0,28 (11,3°,) 


Amino-N in ‘der ‘nicht ‘enteiweiBten 


Lésung . 


Amino-N i. d.enteiweiBt. Leg. e 


Zuwachs des R-N 


mg/eem | 0,125(5,1%) 0,174 (7,1%)0,176 (7,2%) 


Zuwachs des Amino-N in der nicht 


enteiweibten Lésung . . 


Zuwachs des Amino-N 


eiweiBten Lésung .. . 


0,014 0,05 0,05, 
0 0,21 0,23 
mg/ecm 0 0,04, 0,05, 
in der ent- 
mg/cem 0 0,04, 0,04, 


Die einzelnen Proben werden zur Dialyse angesetzt (vgl. S. 214). 











Untersuchungen zur physikalischen Chemie der Resorption. I'. 
Von 
P. J. Jurisi¢e (Zagreb). 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts. der Charité, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1928.) 
Mit 16 Abbildungen im Text. 


Die Resorptionsorgane sind in physiko-chemischer Hinsicht da- 
durch charakterisiert, daB sie imstande sind, Konzentrationsarbeit zu 
leisten, und es ist als eins der Hauptprobleme der Resorption in der 
Frage nach der Energiequelle, die fiir die erwahnten Konzentrations- 
arbeitsleistungen in Betracht kommt, zu erblicken. Da aber in jenem 
typischen Resorptionsversuch durch tiberlebende Froschhaut bzw. 
Kaninchendiinndarm bei beiderseitiger Isotonie der verwendeten 
Lésungen, wie Reid zeigen konnte, Fliissigkeitsverschiebungen statt- 
finden kénnen, die gegen die Gesetze des osmotischen Druckes ver- 
laufen, war man geneigt, eine ,,physiologische Triebkraft‘‘ in den Re- 
sorptionsorganen anzunehmen, die die erwahnten Arbeitsleistungen 
bewialtigen sollte. Zwecks Orientierung in diesen interessanten Fragen 
verweise ich auf die ausfiihrliche Zusammenstellung bei Héber?. Jedoch 
ist z. B. bekannt, daB man von beiden Seiten der tiberlebenden Frosch- 
haut mit unpolarisierbaren Elektroden Potentialdifferenzen ableiten 
kann, und es wurden auch Vermutungen ausgesprochen, da diese 
,.Hautruhestréme eine Energiequelle fiir die Leistung von Kon- 
zentrationsarbeit liefern kénnten*. Meine Untersuchungen sind dieser 
Frage gewidmet. In dieser Mitteilung wird iiber den zeitlichen Verlauf 


1 Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe eines Rockefellerstipendiums 
ausgefiihrt. Ich spreche dafiir der Rockefellerstiftung auch an dieser 
Stelle meinen ergebensten Dank aus. 

2 R. Hober, Physik. Chem. 1926, 8. 788 bis 855. 

3 Vgl. Hober, 1. c., 8.738 bis 739. 
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der Hautruhestréme und Modellversuche zu den ,,anomalen“ Fliissiy 
keitsverschiebungen durch iiberlebende und tote Membranen bericht«t 


Es war in erster Linie notwendig, diese Hautruhestréme in bezug auf 
ihre Héhe und ihren zeitlichen Verlauf genauer zu verfolgen. Die Methodik 
selbst war recht einfach. Hautsacke der in Betracht kommenden Organe 
werden mit Ringerlésung gefiillt und in dieselbe Lésung eingetaucht. Um 
die betreffenden Préiparate méglichst lange iiberlebend zu erhalten, wurde 
waihrend der ganzen Versuchsdauer Sauerstoff durch die AuBenlésung 
durchgeleitet. Zur Verwendung kamen Froschhautsicke, die durch Ab- 
ziehen der Haut von hinteren Extremititen hergestellt wurden. Die Versuchs- 
préparate wurden in ihrem unteren Teile wasserdicht abgebunden und in 
ihrem oberen Ende an Glasréhren von entsprechender Weite befestigt. Es 
war vorteilhaft, zwecks bequemer Ableitung der Potentialdifferenzen das 
obere, freie Ende des Glasrohres trichterférmig zu erweitern. Dieses Rohr 
trug an seinem unteren Ende ringférmige rauhe Einbuchtungen, welche 
eine feste Verbindung des Praéparats mit dem Glasrohr erméglichten. 
Abgeleitet wurde mit Agarréhrchen und gesaéttigten Kalomelelektroden 
aus Innen- und AuBenlésung in der iiblichen Anordnung. Die Messung der 
abgeleiteten Potentialdifferenzen wurde mit Kompensationsverfahren 
durchgefiihrt, und als Nullinstrument diente ein empfindliches Spiege!- 
galvanometer. Die Fiillung der Praéparate mit Ringer- oder Tyrodelésung 
erfolgte durch das Glasrohr. Bei Versuchen mit Froschmagen hat sich 
folgendes Verfahren recht gut bewahrt. Der abgeschnittene Froschmagen 
wurde in seinem oberen Teile an ein passendes Glasrohr, wie oben erwahnt, 
wasserdicht befestigt. Wegen der starken Kontraktion des Magens kann 
man in denselben schwer Fliissigkeit einfiillen. Zu diesem Zwecke wurde 
durch das untere, noch nicht abgebundene Ende des Magens ein etwa 
2mm weites Glasréhrchen in das obere Glasrohr eingefiihrt und dure) 
das freie Ende des Glasréhrchens, welches aus dem Magen hinausragte, 
vom Trichterteil des Glasrohres mit glatten Enden aus der AuBenfliissig- 
keit die Ringerlésung hineingesogen. Nach erfolgter Fiillung des Glasrohres 
wird das Glasréhrchen aus dem Préparat gezogen und das untere freie 
Ende des Magens wasserdicht abgebunden. Bei passender Héhe des 
Glasrohres wird der Magen unter dem hydrostatischen Druck der 
Fliissigkeitsséule aufgebliht und fiillt sich mit der betreffenden Lésung 
voll. In meinen Versuchen betrug die Héhe der Fliissigkeitssiule im 
Glasrohr etwa 20cm. Vor jeder Messung miissen Luftblasen aus 
dem Glasrohr und den betreffenden Praparaten entfernt werden. Beim 
Studium der Einwirkung verschiedener Stoffe auf den Verlauf der 
Hautruhestréme wurden diese Stoffe in Ringer aufgelést und befanden 
sich in gleicher Konzentration innerhalb und auBerhalb des Praparats. 
In den Abb. 4 bis 6 zeigen die gestrichelten Linien die Einwirkung 
der betreffenden Stoffe (Urethane, Alkohole, Blauséure usw.) auf den 
zeitlichen Verlauf der Hautruhestréme. Nach einer bestimmten Zeit 
wurden diese Lésungen aus den Praéparaten entfernt und nach griind- 
licher Durchspiilung mit Ringer die Innen- und AuBSenfliissigkeit 
wieder durch Ringerlésung ersetzt. Es hat sich gezeigt, daB das 
Liegen an der Luft der amputierten Extremititen auf die Hohe der 
abgeleiteten Potentialdifferenzen einen nachteiligen Einflu8 hat, des- 
wegen wurden die Froschextremitéten sofort nach erfolgter Ampu- 
tation in Ringerlésung gelegt, wo die Herstellung der Hautsicke 
erfolgte. 
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In der Abb. 1 sehen wir den Verlauf der Hautruhestréme an zwei 
verschiedenen Froschhautsacken dargestellt. Immer ist jene Ringer- 
josung, die mit der AuBenhaut des Frosches, gleich, ob normal oder 
vewendet, in Beriihrung steht, der negative Pol. Wir leiten mit dieser 
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Versuchsanordnung der Richtung nach dieselben Potentialdifferenzen. 
die man durch direktes Anlegen der unpolarisierbaren Elektroden an die 
Froschhaut ableiten kann. In allen diesen Versuchen mit Froschhaut- 
sicken hat sich gezeigt, daB zu Beginn des Versuchs ein Anwachsen 
der abgeleiteten Potentialdifferenzen zu konstatieren ist, was vermutlich 
mit der Praparation und nachtriglichen Erholung des Praparates in 
Biochemische Zeitschrift Band 196. 15 
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Ringerlésung in Zusammenhang steht. Die Zeiten auf der Abszisse 
beziehen sich auf die verstrichene Zeit nach Tétung des Tieres. Auf 


der Ordinate sind die Potentialdifferenzen in Millivolt aufgetrage) 


Besonders groB war dieses Anwachsen in der in Abb. 3 dargestellten 
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Abb. 3. 


Kurve III. Nach diesem urspriinglichen Anwachsen halten sich die 
abgeleiteten Potentialdifferenzen langere Zeit praktisch auf konstanter 
Hohe (vgl. Abb. 1). Ganz entgegengesetzt verhalt sich in dieser Be- 
ziehung der Froschmagen. Hier findet man zu Beginn des Versuchis 
ganz niedrige Potentialdifferenzen, die wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer ein konstantes Anwachsen zeigten (Abb.2). Innenringer ist 
hier der negative Pol. Der Magen wurde immer ..normal*, d. i. nicht 
umgewendet verwendet. 


Man sieht, daB man durch Verwendung der erwahnten Stoffe 
in der Lage ist, die Hautruhestréme reversibel zu unterdriicken 
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(vgl. dariitber R. Héber, 1. c., 8.541). Diese Tatsache wird bei der 
weiteren Analyse des Reidschen Versuchs zum Nachweis dienen, ob die 
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Hautruhestréme eine Energieq uelle fiir die betreffenden Arbeitsleistungen 
bilden. Dariiber werde ich in der nachsten Mitteilung berichten. 


15* 
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Wertheimer’ hat in einer Reihe von Untersuchungen zeigen kénnen 
daB man durch iiberlebende und tote Froschhaut jene Art elektro. 
kinetischer Fliissigkeitstransporte hervorrufen kann, die man als 
,anomal’* zu bezeichnen pflegt. Sie sind durch elektrische Krafte 
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hervorgerufen, und die rein osmotischen Komponenten sind entweder 
sekundirer Art oder spielen tiberhaupt keine Rolle. Diese Er- 
scheinungen sind in erster Linie von Loeb? studiert worden. Wertheimer 
hat die erwahnten Erscheinungen durch die Froschhaut als Folge der 
anziehenden bzw. abstoBenden Ionenwirkung auf die elektrisch ge- 
ladene Fliissigkeitssiule in der Froschhautpore zu deuten versucht 
Fullt man nimlich Froschhautsicke z. B. mit m/24 Na-Citrat und 
taucht dieselben in m/8 NaCl-Lésung, so findet man, obwohl die NaC. 
Lésung unter Annahme der vollstandigen Dissoziation beider Elektrolyte 
(was bei diesen Versuchen praktisch zutrifft) einen héheren osmotischet 
Wert hat, dennoch einen ausgeprigten Fliissigkeitsstrom nach der 
Citratseite hin. Wertheimer stellt sich — in Anlehnung an Loeb 

diese Erscheinungen so vor, daB sich die bewegliche Fliissigkeitssiule 
bei Citrat so verhalt, als ob dieselbe, positiv geladen, vom Anion ces 
Elektrolyten, je nach der Zahl seiner Ladungen, angezogen, von seinem 


1 E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 199, 1923; 201, 1923; 206, 1924. 
2 J. Loeb, Journ. gen. physiol. 1919, 1920. 
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Kation aber abgestoBen ware. Denselben Fliissigkeitstransport erhalt 
man, wenn man statt Citrat m/32 AlCl, verwendet. In diesem Falle 
kame die anziehende Kationswirkung auf die negativ geladene Fhissig- 
keitssaule in der Pore in oben besprochener Weise zum Ausdruck. 
Wir werden aber weiter unten sehen, daB sich experimentell zeigen 
abt, daB die Annahme der erwahnten lIonenwirkung auf die 
elektrisch geladene Flissigkeitssiule in der Pore unzulissig ist. Beziig- 
lich der Theorie dieser Erscheinungen vgl. Freundlich'. Héber® und 
Jurisic®. Es war aber zuerst geboten, die erwahnten ,,anomalen* Fliissig- 
keitstransporte durch die Froschhaut in bezug auf die Richtung der 
aus Innen- und AuBenfliissigkeit abgeleiteten Potentialdifferenzen zu 
analysieren. Bei diesen Versuchen wurde als Innenlésung m/40 K, FeCy,, 
m/24 Na-Citrat, m/12 Na-Oxalat, m/8 Na-Acetat und m/32 AICI, ver- 
wendet. Als AuSenfliissigkeit war m/8 NaCl. Der Fliissigkeitsstrom 
findet nach Wertheimer in der Richtung NaCl— Innenlésung statt. 
Nur mit m/8 Acetat hatte er eine entgegengesetzte Bewegung. In 
meinen Versuchen hat es sich gezeigt, daB bei Cyanid, Citrat und 
Oxalat bei frisch hergestelltem und totem, normalem oder gewendetem 
Froschhautsack, die Innenlésung der negative Pol war. Bei Acetat und 
AICL, erwies sich dagegen, daB die Natur der Elektrolytlésung fiir die 
Richtung der abgeleiteten Potentialdifferenzen ohne Bedeutung war. 
Es war hier immer die an die AuBenhaut des Frosches, wie in friiheren 
Versuchen mit Ringerlésung, angrenzende Lésung der negative Pol. 
Dies galt aber bloB fiir frisch hergestellte Froschhautsiicke. Beim toten 
Froschhautsack war dagegen m/3% AICl,-Lisung immer der negative 
Pol. Die zwei letzten Elektrolyte zeigen, dab — ceteris paribus — 
die Richtung dieser ,,anomalen* Flissigkeitstransporte unabhangig ist 
von der Richtung der aus Innen- und AuBenlésung abgeleiteten Potential- 
differenzen. 


Meine weitere Aufgabe war nun, zu priifen, inwieweit sich die an 
der Froschhaut gefundenen Resultate an anorganischen Modellen repro- 
duzieren lassen, um eventuell dadurch einen Einblick in die aktiven und 
richtungsbestimmenden Faktoren der erwahnten Flissigkeitstransporte 
zu gewinnen. Es war naheliegend, diese Modellversuche an solchen 
Membranen zu machen, deren Ladungssinn durch die Natur der ver- 
wendeten Elektrolyte bedingt ist. Aus diesem Grunde habe ich die 
nach Loebscher Vorschrift mit isoelektrischer Gelatine gelatinierten 
Kollodiumhiilsen verwendet. Diese Hiilsen zeigen nicht nur mit Lauge 
als Innenlésung und H,O als AuBenfliissigkeit — wie die ungelatinierten 


1 


Freundlich, Kapillarchemie 1923, S. 364 bis 369. 


H. 
2 R. Héber, 1. c., 8. 153 bis 161. 
P. J. Jurisiz, diese Zeitschr. 189, 1927. 
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Kollodiummembranen —, sondern auch in HCl gegen H,O negative 
Osmose, d. h. der Flissigkeitsstrom wandert von Siure zu Wasser 
Es ist aber je nach der Membran verschieden, bei welcher Saurekonzen- 
tration die negative Osmose auftritt. Ich hatte Membranen, welche 
mit n/20 HCl gefiillt gegen H,O weder negative Osmose noch ein 
Steigen der Fhissigkeitssiiule im Steigrohr zeigten. In anderen wieder 
trat mit n/20 HCl langsame positive Osmose zum Vorschein, obwohl alle 
Membranen in derselben Weise vorbereitet und behandelt wurden!. In 
n/100 HCl trat dagegen bei allen gelatinierten Membranen negative 
Osmose ein, wahrend ungelatinierte Kollodiummembranen mit HC). 
symbat der verwendeten Siurekonzentration, immer positive Osmose 
zeigen. Diese Verschiedenheit unter den Versuchsmembranen wird uns 
aber sofort verstandlich, wenn man bedenkt, daB die elektrokinetischen 
Triebkrafte bei der negativen Osmose zuerst die rein osmotische Kompo- 
nente tiberwinden miissen. Bei Kollodiummembranen hangt eben von 
der Konzentration der Saure bzw. Laugenlésung und den Verhaltnissen 
der £-Potentiale in der Pore ab, welcher der beiden Faktoren, im Falle 
der negativen Osmose, der stirkere ist. Ich habe schon friiher ahn- 
liche Beobachtungen an ungelatinierten Kollodiummembranen in bezug 
auf Lauge gemacht®. Die Methodik ist dieselbe wie bei meinen friiheren 
Untersuchungen*. Das Osmometer war mit vertikalem kapillaren Steig- 
rohr versehen. Kollodiummembranen, welche bei diesen Untersuchungen 
aus 6° iger Rohkollodiumlésung hergestellt wurden, wurden wie in 
allen meinen bisherigen Untersuchungen im flieBenden Leitungswasser 
aufbewahrt. 


Aus Tabelle I sind die Ergebnisse dieser Versuche ersichtlich. 
Zu beiden Seiten der Membran befanden sich praktisch isotonisch: 
Elektrolytlisungen. Trotzdem ist eine Fhissigkeitsiiberfiihrung zu 
beobachten, deren Ausmaf in der letzten Kolumne angegeben ist. 
Wir sehen, daB die ,,anomale* Fliissigkeitsiiberfiihrung in den Ver- 
suchen mit Cyanid bis einschlieBlich Acetat so vor sich geht, daB die 


1 Mit n/20 HCl zeigten jene Membranen gegen H,O weder positive 
noch negative Osmose, die nach folgendem Verfahren gelatiniert wurden. 
Zerkleinerte Gelatinefolien wurden zwei Tage lang mit mehrfach gewechselten: 
destillierten Wasser im Eisschrank gewassert. Dann ebenso 2 Tage lang 
mit mehrfach gewechseltem Acetatpuffer (pq 4,7) behandelt. Danach 
wurde die Gelatine im Wasser gelést (1 °,ige Lésung) und in dieser Lésung 
Kollodiumhiilsen 24 Stunden aufbewahrt. Die Kollodiumhiilsen wurden 
nachher in lauwarmem und flieBendem Leitungswasser langere Zeit ge- 
wissert. Dagegen zeigten die nach Netterschem Verfahren gelatinierten 
Membranen fast durchwegs mit n/20 HCl gegen H,O langsame positive 
Osmose. Vgl. dariiber K. J. Anselmino, diese Zeitschr. 192, 394, 1927. 

2 P. J. Jurisié, 1. ¢., 8. 297. 

® Derselbe, Physik. Zeitschr. 27, 775 und 776, 1926. 
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Tabelle I. 


Elektrokinetischer Fliissigkeitstransport durch gelatinierte Kolloidum- 
membrane bei beiderseitiger Isotonie der verwendeten Salzlésungen. 





Richtung der P. D. EMK In 30 Minuten ers 
Innen AuBen ay Wien es Fea | reichte Steighéhe 
eon pera in Millivolt aaa 
| 20 K,FeCy,. m/8 NaCl a 13,8 233 
m16 Nag-citrat  Dasselbe “+ 11,3 310 
m 12 Nag-oxalat oo & 90 
mS Na-acetat . = — 6.5 40 
Kein Steigen der 
mi6AINCl, .. m = - 4.7 | Flissigkeitssiule 
im Steigrohr 
/16FeCl, . . » — _ 0,1 Dasselbe 


Flissigkeit sich von auben nach innen bewegt. Unerwarteterweise 
war in allen Versuchen die in Citrat erreichte Steighéhe gréBer als 
bei Cyanid. Dagegen mit mehrwertigen Kationen (Al, Fe’) als 
Innen- oder AuBenlésung konnte ich mit NaCl als Gegenlésung 
in keiner der beiden Richtungen ein Steigen der Fliissigkeits- 
siule im Steigrohr erzielen. Wenn die erwahnte anziehende 
bzw. abstoBende Ionenwirkung die Ursache des ..anomalen” Fliissig- 
keitstransportes wire, so miiBte man z. B. in unserem Modell- 
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versuch mit AIC], und FeCl, ebenfalls eine solehe — und zwar der 


Richtung nach NaCl— > AICl,, FeCl, — erhalten. Gerade dieser 
negative Ausfall der Versuche mit mehrwertigen Kationen gegen NaCl 
bildete die Grundlage meiner weiteren Uberlegungen. Nehmen wir 
nun folgende Systemkombination: n/20 HCl—gelatinierte Kollodium- 
membran—n/20 NaOH. Hier befinden sich an beiden Porenenden 
dem absoluten Betrage nach — wegen der hohen Saure bzw. Laugen- 
konzentration — praktisch gleiche, der Richtung nach entgegen- 
gesetzte £-Potentiale (Abb. 7). Da wir hier zu beiden Seiten der Pore 
H und OH’ in isotonischen Léisungen haben, die sich beziiglich der 
Membranaufladung als ,,polyvalente’’, untereinander gleichwertige 





232 P. J. Jurisié: 


aber entgegengesetzt geladene Ionen verhalten, diirfte hier, wenn die 
erwahnte Ionenwirkung beziiglich des ,,anomalen“ Fliissigkeitstransportes 
zu Recht bestiinde, keine Fliissigkeitsiiberfiihrung durch die Membran 
stattfinden. Jn Wirklichkeit geht hier der Fliissigkeitsstrom in der 
Richtung des Pfeiles, das ist vom — von der Porenwand aus gesehen 

- Potential = zu jenem +-. Die -+-- und — -Zeichen zu beiden Enden 
des Pfeiles beziehen sich auf die Richtung der aus beiden Lésungen 
abgeleiteten Potentialdifferenzen. Die Belegungen der beiden Flachen 
riihren von der Adsorption der H' bzw. OH’ her. Die Abb. 8 und 9 
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stellen den ,,anomalen™ Flissigkeitstransport dar, wenn sich zu beiden 
Seiten der gelatinierten Membranen verschiedene Normalititen von 
Saure bzw. Lauge befinden. 

In meinen friiheren Versuchen mit ungelatinierten Membranen 
ging aber der Fliissigkeitsstrom immer in der Richtung Lauge —> Séure 
ohne Riicksicht darauf, ob die Konzentration der Sdure gréBer oder kleiner 
als jene der Lauge war. Wir kénnen die in unseren letzten Abbildungen 
dargestellten Verhiltnisse wie folgt formulieren. 

1. Befinden sich an beiden Porenenden dem absoluten Betrage nac! 
praktisch gleiche, der Richtung nach aber entgegengesetzte elektro. 
kinetische Potentiale, so flieBt der ,,anomale“ Fliissigkeitsstrom — von 
der Porenwand aus gesehen — vom §-Potential -— zu jenem —+- (Abb.7) 

2. Befinden sich an beiden Porenenden verschiedene Normalitaten 
der Siure bzw. Lauge, so flieBt in unserem Beispiel der Fhissigkeits- 
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strom ohne Riicksicht auf die Richtung der abgeleiteten Potential- 
differenzen vom Orte héherer zu kleinerer Konzentration. Diese drei 
letzten Kombinationen werden die Grundlagen bilden fiir unsere 
weiteren Untersuchungen beziiglich der richtungsbestimmenden und 
aktiven Faktoren der ,.anomalen* Fhissigkeitsiiberfiihrung durch um- 
ladbare Membranen, wenn sich an beiden Porenenden £-Potentiale ver- 
schiedener Richtung befinden. 

Die bei diesen Versuchen verwendeten Membranen zeigen aber 
nachher eine physikalisch-chemische Eigentiimlichkeit, je nachdem 
sie vorher mit Saure oder Lauge in Beriihrung waren. Diese Tatsache 
ist — meines Erachtens nach — von solcher Bedeutung, daB dieselbe 
fiir die Theorie dieser Erscheinungen verwertet werden kann. Wenn 
man nimlich z. B. von dem in der Abb. 7 dargestellten Versuch 
die verwendeten Membranen vom Osmometer abmontiert und dann 
gut mit destilliertem Wasser abspiilt, so zeigen dieselben nachtriglich 
eine interessante Erscheinung, die darin zum Ausdruck kommt, daf 
man mit diesen Membranen Fliissigkeitstransporte hervorrufen kann, 
wenn sich zu beiden Seiten der Membran destilliertes Wasser hefindet. 
Ich fiihre hier einen diesbetreffenden Versuch an. In der Kombination 
n/l0 NaOH~—gelatinierte Kollodiummembran—n/10 HCl stieg die 
Flissigkeitssiule im Steigrohr in der schon erwahnten Richtung in 
15 Minuten 254 mm hoch. Dann wurde die verwendete Membran vom 
Apparat abmontiert, griindlich mit destilliertem Wasser abgespiilt und 
in der Kombination H,O—gelatinierte Membran—H,0O verwendet. Die 
Wassersiule im vertikalen Steigrohr erreichte folgende Werte: nach 
15 Minuten 115mm, nach 30 Minuten 200mm, nach 60 Minuten 
245mm, nach 90 Minuten 258mm, nach 120 Minuten 259mm. Auf 
dieser Héhe blieb die Wassersiiule 30 Minuten lang stehen und begann 
dann langsam zu sinken. Aus den Dimensionen des von mir verwendeten 
Apparats berechnet sich der hydrostatische Druck der gehobenen 
Fhissigkeitssiule mit 90,746 g. Diese unerwartete und beziiglich ihrer 
Arbeitsleistung so frappante Erscheinung ging immer, was die Richtung 
der Bewegung anbelangt, von jener Seite, die friiher mit Lauge, zw jener, 
die friither mit Sdure in Beriihrung war. Es war wohl naheliegend, daran 
zu denken, daB diese Erscheinungen als Folge der adsorptiven Fest- 
haltung der H und OH’ an beiden Membranflichen und an der Poren- 
wand aufzufassen sind. Da aber bei unseren Membranen ihre Ladung 
von der Wertigkeit und Konzentration der lonen in den betreffenden 
Elektrolytlésungen — in unserem Falle also HCl und NaOH — bedingt 
ist, wire in unserem Beispiel eine Flache positiv und die andere negativ 
geladen. Beziiglich der §-Potentiale ist mit in der Abb. 7 dargestellten 
Verhaltnissen zu rechnen. Die beiden Membranflachen zeigten nach 
griindlichem Abwaschen keine Verschiedenheit der chemischen Reak- 
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tion und verhielten sich gegen Lackmuspapier, das auf die Membran 
flachen aufgedriickt wurde, neutral. Diese Eigentiimlichkeit unserer 
Membranen kann in Versuchen mit Salzlésungen — wenn dic 
Membranen vorher in Saéure-Laugenversuch verwendet wurden — 2 
Trugschliissen fiihren, wenn man nicht dafiir sorgt, daB diese Membrane), 
durch langer dauerndes Wassern ihr normales Verhalten zeigen. In meinen 
Versuchen geniigte dazu ein 45 bis 60 Minuten dauerndes Wassern im 
flieBenden Leitungswasser. Dann ergab sich kein Steigen der Fliissigkeits- 
siule im Steigrohr, wenn sich zu beiden Seiten der Membran destilliertes 
Wasser befand. Man kann momentan keine andere Erklirung dieser 
Erscheinungen geben als die, daB der Wassertransport durch elektrische 
Krafte betrieben wird. Es ist aber eine bemerkenswerte Tatsache. 
daB so unerwartete Arbeitsleistungen zustande kommen, wenn man weil). 
daB man im gewoéhnlichen elektroosmotischen Versuch durch eine 
Glaskapillare hohe Spannungen anlegen mub, um Effekte zu erzielen, 
die eigentlich sehr gering sind im Verhaltnis zu den eben besprochenen 
Wasseriiberfiihrungen durch unsere Membran. Falls diese Erschei- 
nungen — wie bisher angenommen wurde — durch elektrische Be- 
legungen der beiden Grenzflachen und £-Potentiale in der Pore, indem 
ein elektrischer Strom durch Membranwand und Pore flieBt, hervor- 
gerufen wiirden, so hiatten wir hier dem Wesen nach dieselben Er- 
scheinungen, die man bei der elektroosmotischen Flissigkeitsiiber- 
fiihrung durch eine Glaskapillare, die sich im elektrischen Felde be- 
findet, antrifft. Wenn man, nun die beiden Membranbelegungen in 
Betracht zieht, so findet man, im Falle, daB die £-Potentiale in der 
Pore iiberall dieselbe Richtung haben, daB sich der Elektrizitatstrager, 
das ist die bewegliche Fhissigkeitssiule in der Membranpore, gegen die 
Gesetze der Trigerbewegung im elektrischen Felde verhalt!. Haben 
die £-Potentiale in der Pore nicht dieselbe Richtung (wie z. B. in 
der Abb.7), so ist die Annahme, daB die Bewegung als Folge eines 
Kreisstromes durch die Membranwand und Pore zu betrachten ist, 
ebenfalls nicht zu erkliren. Man hat nun angenommen, diese 
Membranpotentiale z. B. mit Kalomelelektroden aus Fliissigkeiten 
zu beiden Seiten der Membran ableiten zu kénnen. Da aber 
gezeigt werden konnte*, dab weder die Héhe noch die Richtung der 
auf diese Weise abgeleiteten Potentialdifferenzen mit dem Effekt 


1 Vgl. dariiber P. J. Juridié, Ber. iiber d. ges. Physiol. XLII, H. 5/6. 

2 P.J.Jurisxié, diese Zeitschr. 185, 423 bis 426, 1927. Die hier beschriebene 
Beschleunigung des elektroosmotischen Fliissigkeitstransports durch un- 
gelatinierte Kollodiummembran, die aus 10 °iger Alkohol-Ather-Kollodium- 
lésung hergestellt wurde, mit Lauge, kommt bei Membranen, die aus 6 °ige1 
Rohkollodiumlésung hergestellt wurden, nicht in so starkem MaBe zum 
Ausdruck. Es sollte also bei jener starken Beschleunigung durch Membranen 
aus 10°igem Kollodium vermutlich die Porenweite von Bedeutung sein. 
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der .anomalen™ Fliissigkeitsiiberfiihrung symbat zu gehen braucht, 
wird die Annahme immer plausibler, da} man auf diese Weise haupt- 
sichlich bloB Diffusionspotentiale in der Pore mibt. 

Dab die erreichten Steighdhen mit den aus Lésungen zu beiden 
Seiten der Membran abgeleiteten Potentialdifferenzen in keinem Ver- 
haltnis stehen, ist auch aus der Abb. 10 ersichtlich. Hier befinden sich 
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zu beiden Seiten der Membran gleiche Konzentrationen von Siure 
und Lauge. Der elektroosmotische Fliissigkeitsstrom geht in der uns 
schon bekannten Richtung. Wir sehen, dab die erreichten Steighéhen. 
symbat mit den zu beiden Seiten der Membran befindlichen Elektrolyt- 
konzentrationen, wachsen. Bei gelatinierten Membranen waren die 
erreichten Steighéhen immer kleiner als bei ungelatinierten. Volle 
Kreise in der Abb. 10 beziehen sich auf ungelatinierte, Ringe dagegen 
auf gelatinierte Membranen. Gestrichelte Linien bedeuten in beiden 
Fallen die aus beiden Lésungen abgeleiteten Potentialdifferenzen. 
Wir sehen, daB die Uberfiihrungsgeschwindigkeiten im Steigrohr den 
Nullwert erreicht haben, wo man noch, aus Lésungen zu beiden Seiten 
der Membran, ganz betrichtliche Potentialdifferenzen ableiten kann. 

Im gewéhnlichen elektroosmotischen Versuch durch eine Glas- 
kapillare sind dagegen die £-Potentiale in jedem Kapillarenquerschnitt 
nicht nur der Richtung, sondern auch dem Betrage nach aquipotential. 

Die oben beschriebene Eigentiimlichkeit von gelatinierten Mem- 
branen, die nach vorheriger Saure-Laugen-Behandlung im destillierten 
Wasser beiderseits einen Fliissigkeitstransport zeigten, habe ich auch 
mit ungelatinierten gefunden, die in der erwahnten urspriinglichen 
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Kombination zur Verwendung kamen. Dasselbe zeigten gelatinierte 
wie ungelatinierte Kollodiummembranen, die vorher in der Kombi. 
nation Lauge—Membran—H,O verwendet wurden. Wir leilen in 
unseren Versuchen bei ganz betrdchtlicher Arbeitsleistung nur klein: 
Potentialdifferenzen ab. Die Ableitung erfolgte in der Kombination 
m/800 NaCl—Membran—m/800 NaCl. Dies berechtigt zu der An. 
nahme, dab die Bedingungen der §-Potentiale, die in unseren Fallen 
als Folge der adsorptiven Festhaltung von H’ bzw. OH’ zu erklaren 
sind, nicht nur als richtungsbestimmende, sondern auch als energie. 
liefernde Faktore anzusprechen sind. Diese Annahme kann durch 
folgenden Versuch erhiartet werden. Nehmen wir z. B. eine ungelatinierte 
Kollodiummembran, die urspriinglich in der Kombination n/10 HC! 
—Membran—n/10 NaOH verwendet wurde. Nach dem Abwaschen 
zeigt dieselbe in der nachtraglichen Kombination m/8 NaCl—Membran 
—m/8 NaCl keinen Fliissigkeitstransport in der uns schon bekannten 
Richtung. Wir wissen, da starkere Salzkonzentrationen die §-Po- 
tentiale, in unserem Falle also auch die 4§-Beziehung (vgl. dariiber 
weiter unten) erniedrigen. Die einfachste Erklirung liegt wohl darin 
daB, mit m/8 NaCl zu beiden Seiten der Membran, die treibenden Kriifte 
durch Erniedrigung der §-Potentiale zu klein sind, um in vertikalem 
Rohr einen Fliissigkeitstransport hervorzurufen. Dies gelang aber 
mit z. B. m/640 NaCl (in 30 Minuten 104mm). In diesem letzten 
Versuch erblicke ich eine volle physikalisch-chemische Analogie zum 
Reidschen Versuch. Da’ man hier den Fliissigkeitstransport mit einer 
schwicheren Salzkonzentration als im Reidschen Versuch durch iiber- 
lebende Froschhaut erhilt, ist physiko-chemisch verstandlich und 
prinzipiell irrelevant. Hauptsache ist, daB sich zu beiden Seiten der 
Membran dieselbe Salzkonzentration, von gleichem py, befindet und. 
da8B, bei vorhandener Isotonie, ein Fliissigkeitstransport durch Membran 
stattfindet. Daf wir in den zuletzt besprochenen Fallen von beiden 
Seiten der Kollodiummembran nur kleine Potentialdifferenzen ab- 
leiten konnten, obwohl ein Fliissigkeitsstrom durch Membran stattfand. 
fiihrt zu der Annahme, daB auch die von beiden Seiten der Froschhaut 
ableitbaren Potentialdifferenzen fiir den Fliissigkeitstransport im Reid- 
schen Versuch vermutlich keine Bedeutung haben sollten'. Als einen 
Beleg dafiir kénnte die Tatsache verwertet werden, daB der Fliissigkeits- 
transport im Reidschen Versuch kurze Zeit andauert*®, waihrend man 


1 In Versuchen mit ungelatinierten Membranen war jene NaCl-Lésung 
der negative Pol, die an die Membrangrenzflache grenzte, die urspriinglich 
mit Séure in Beriihrung war, EMK betrug 7mV. Dagegen konnten von 
beiden Seiten der vorbehandelten gelatinierten Membranen mit m/8 NaC! 
keine Potentialdifferenzen abgeleitet werden. 

2 R. Hober, |. c., 8. 788. 
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mit unserer Methodik von beiden Seiten der Froschhaut auch nach 
24 Stunden recht betrichtliche Potentialdifferenzen ableiten kann. 
In demselben Sinne kénnte auch die Tatsache gedeutet werden, dab 
ich von beiden Seiten einer tiberlebenden Diinndarmschlinge von 
Kaninchen, die mit lebenswarmer Tyrodelésung gefiillt und in dieselbe 
Lisung eingetaucht, durch welche im Thermostat bei 37° C Sauerstoff 
durehgeleitet wurde, keine Potentialdifferenzen ableiten konnte, obwohl 
auch hier, wie Reid fand, eine Flissigkeitsverschiebung stattfindet, 
und zwar in der Richtung Mucosa —» Serosa. Ich erblicke gerade 
in diesem Beispiel eine Méglichkeit der physikalisch-chemischen Deutung 
des Reidschen Versuchs in einem ganz anderen Sinne als bisher der 
Fall war. Denn, da die Mucosa ein alkalisches Sekret sezerniert, kénnte 
man annehmen, da der px ihrer EiweiBstoffe mehr nach der alkalischen 
Seite des isoelektrischen Punktes verschoben ist, d. i., dab die Eiweib- 
teilchen der sezernierenden Teile der Mucosa mehr negativ geladen 
sind als jene der Serosa. Wir haben ferner Grund genug zu der Annahme, 
daB in den vermutlichen Kanalchen des Diinndarmes die Flissigkeits- 
siiule positiv geladen ist, d. i., es ware hier mit einem A § zu rechnen, 
und zwar in der Richtung Mucosa— > Serosa. In den Bedingungen 
der §-Potentiale in der }ebenden Membranpore ware danach das Problem 
jener ,,physiologischen Triebkraft‘ im Reidschen Versuch zu suchen. 
Dies ist selbstverstindlich vorlaufig bloB eine Deutung, aber sie ist 
ein Postulat unserer Modellversuche. Es wurde bisher in der physio- 
logischen Literatur! bei Besprechung des Reidschen Vetsuchs immer 
mehr die Tatsache hervorgehoben, dab ein Charakteristikum der 
lebenden Membranen ihre geschichtete Natur, d. i. der Aufbau, aus 
mehreren Schichten bildet, und die verschiedene Quellbarkeit der 
beiden Grenzflachen sollte fiir den Fliissigkeitstransport verantwortlich 
gemacht werden. Es ist aber kaum einzusehen, wodurch die Schichtung 
— als solche — bzw. die Quellbarkeit der einzelnen Schichten als 
energieliefernde Faktoren in Betracht kommen sollten. In thermo- 
dynamischer Hinsicht stébt diese Auffassung auf groBe Schwierigkeiten. 
Wir haben aber gesehen, daf man durch ganz homogene und nicht 
quellbare anorganische Membranen den Reidschen Versuch nach- 
ahmen kann, sobald bestimmte physiko-chemische Bedingungen gegeben 
sind, und wir haben keinen Grund, daran zu zweifeln, dali die erwahnten 
Bedingungen dieselben Effekte auch bei lebenden Membranen zeitigen 
kénnten, wenn sie eben bei denselben vorhanden waren. Um so mehr. 
als in unseren Modellversuchen Arbeit gegen Schwerkraft geleistet 
wird, was im Reidschen Versuch fast nicht in Betracht kommt. 
Uber die Wertheimersche Quellungstheorie der Resorption? und 


1 Vgl. R. Hodber, 1. ¢., 8. 812. 
* E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 208, 1926. 
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weitere Untersuchungen an tiberlebenden Membranen beziiglich der 
hier aufgeworfenen Fragen werde ich in einer spateren Arbeit berichte:, 

Nun wurde in allen Versuchen mit Lauge in dieser und in meiner 
letzten Arbeit tiber die Bedeutung der §-Potentiale fiir den elektro 
osmotischen Fliissigkeitstransport durch Kollodiummembranen als 
eine Konsequenz unserer Grundkombination n/x Sdwre— ungelatinier(: 
Membran—n/x Lauge angenommen, dab stirkere Laugenkonzentrationen 
ungelatinierte Kollodiummembranen stirker negativ aufladen. Von 
diesem Standpunkt aus haben wir z. B. die Tatsache gedeutet, da\i 
mit sinkendem x der Flissigkeitstransport. in der bekannten Richtung 
wichst. Genau so ist auch z. B. die Kombination n/10 HCl — m » 
Na, SO,—Membran—n/10 NaOH — m/2 Na, SO, zu verstehen. Von 
demselben Standpunkt wurde auch die negative Osmose mit Lauge 
betrachtet, indem starkere Laugenkonzentrationen Kollodium starker 
negativ aufladen. Wenn man jedoch die Loebschen! Kurven betrachtet 
so findet man gerade das Entgegengesetzte, dai namlich starkere 
Laugenkonzentration die Ladung der Kollodiumteilchen mit wachsender 
Konzentration starker erniedrigen, was aber mit unserer Auffassung 
im Widerspruch stiinde. Den Loebschen Messungen beziiglich der 
Einwirkung von Lauge auf die §-Potentiale der Kollodiumteilchen 
stelle ich folgende Versuche entgegen. Ich habe die Stabilitat von 
Kollodiumsuspensionen den zugesetzten Salzkonzentrationen gegen- 
tiber untersucht, wenn sich die Suspensionen in verschiedenen Kon. 
zentrationen der Saure bzw. Lauge befanden. 


Koflodiumsuspensionen wurden wie folgt hergestellt. An einem 
Glasrohr von etwa 10 mm Durchmesser wurde ein Ende kapillar ausgezogen 
und das Rohr mit einer sehr diinnfliissigen (0,6°igen) Alkohol-Ather 
Kollodiumlésung gefiillt. Von dem nicht kapillar ausgezogenen Teil aus 
wurde Kollodiumlésung unter Druck — ich verwendete dazu ein Gummi- 
geblise — in diinnem Strahl in ein mit destilliertem Wasser gefiillte~ 
Becherglas hinausgepreBt. Mit einiger Ubung erhalt man leicht die ge- 
wiinschte Feinheit des Strahles. Wahrend dieser Zeit muB8 stéindig das 
destillierte Wasser im Becherglas mit einem Glasstab umgeriihrt werden. 
Diese Prozedur wird so lange wiederholt, bis man im Becherglas eine milchig- 
triibe Suspension erhaélt. Grobe Flocken von geronnenem Kollodium. 
die auf der Oberfliche schwimmen, werden entfernt und die milchige 
Suspension in einem Glaszylinder aufbewahrt. Nach 24 Stunden, nachdem 
sich die gréberen Partikelchen am Boden des Glaszylinders abgesetzt haben, 
wird die Suspension abgehebert. Mikroskopische Untersuchung diese: 
Suspensionen ergab durchweg kugelige Kollodiumteilchen, und die gréBten 
davon waren in meinen Versuchen etwa fiinfmal kleiner als die roten Blut- 
kérperchen. Will man noch feinere Suspensionen haben, so l48t man die 





1 J. Loeb, Journ. gen. physiol. 5, 113, 1922. Den Salzwert fiir die 
Ausflockung einer Kollodiumsuspension fand Loeb 8. 123 fiir Na,FeCy, 
bei m/16 und die maximale Konzentration, bei der die Kollodiumsuspension 
stabil blieb, betrug fiir das erwahnte Salz m/32. 
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urspriingliche Suspension sich langere Zeit absetzen (72 Stunden Suspension 
in meinen Versuchen). Die Ausflockungsgeschwindigkeit durch Elektrolyt- 
zusétze ist, wegen der feineren Zusammensetzung der Suspension, kleiner 
als bei 24-Stunden-Suspensionen. Unter Ausflockungsgeschwindigkeit 
wird eine GréBe verstanden, die umgekehrt proportional ist der Zeit, in 
welcher mit freiem Blick die erste sichtbare Ausflockung stattfindet. Aus 
diesem Grunde war vorteilhaft, die Konzentration der Suspension nicht zu 
groB zu machen, da dann die Beobachtung der Bildung der kleinsten Flocken 
erschwert wird. In jedem Versuche war natiirlich die Konzentration der 
Kollodiumsuspension die gleiche. Die angegebenen Elektrolytkonzentra- 
tionen sind in Wirklichkeit um den Betrag des nichtlésenden Raumes ent- 
sprechend héher. Vor dem Ansetzen der Versuche wird Alkohol-Ather 
aus der Suspension evakuiert. 

Nach allem, was wir iiber die Koagulation hydrophober Suspensionen 
wissen, diirfte wohl folgen, daB die Ausflockung in einer Verminderung 
der £-Potentiale der Teilchen beruht. Bei einem kritischen Wert setzt 
die Koagulation ein (kritisches Potential). Dies ist das Gebiet der 
sogenannten langsamen Koagulation. Eine weitere Erniedrigung der 
£-Potentiale unterhalb des kritischen Potentials fiihrt in das Gebiet 
der raschen Koagulation'. Beispielshalber fiihre ich hier einige Versuche 
mit Kollodiumsuspensionen an. 


In den folgenden Versuchen bedeuten + -Zeichen die Ausflockung, 
und zwar: + beginnende, mit freiem Blick eben sichtbare Ausflockung; 
+. deutlich sichtbare Ausflockung; + ++ starke Ausflockung; 0 keine 
Ausflockung. 

Versuch 1. 
24 Stunden Kollodiumsuspension (Ks). 





3 
IL. Ksin | IL Ks in _ I. Ks in IV. Ks io 
H,O m/8 KyFeCy, (m/8K,FeCyg + n/4HCl) (m/8 K, Fe Cy, + n/4Na OH) 
Nach 10°, 390 — ++ 0 
» oO] oO + oe 0 
» 60 | 0 ausgeflockt ausgeflockt 0 


Es war nun von Bedeutung, zu wissen, welche Salzkonzentration 
in unseren Versuchen eine wasserige Ks zur Anflockung bringt. Zu 
diesem Zwecke wurde der Versuch 2 angestellt. 


Versuch 2. 
72 Stunden Kollodiumsuspension. 





1. Ks in ll Ks in UL Ks in IV. Ks in| V. Ks in VI. Ks in VIL. Ks in 
HO, mjl024—m/S12 | m/256 | m/128 _m/64 _ m/32 
2 K,FeCy, | KgFeCy, K,yFeCyg K,yFeCyg KyFeCy, K, FeCy, 


Nach 1b 0 0 rss 0 0 dod 
“es 0 0 ad 0 ++ +++ 
» 24 0 0 o | + ++ ausgetlockt ausgeflockt 


1 Vgl. dariiber H. Freundlich, Fortschritte der Kolloidchemie 1926, 
8. 26 bis 53. 
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Nach dem Versuch 2 zu schlieBen, erniedrigt eine Konzentrativy 
um m/256 K,FeCy, das £-Potential der Suspensionsteilchen auf bz. 
unterhalb des kritischen Potentials. Wir erhalten auf diese Weis 
ganz andere Salzwerte', als nach Loebschen Messungen zu erwarten 
waren. 

Versuch 3. 


24 Stunden Kollodiumsuspension. 





| -.Ksin | W.Ksin | ML Ksin IV. Ks in V. Ks in 
| n2HCI n/20 HCl } n/40 HCl | »/400 HCl n/4000 HC! 
Nach 3’ | +4 + 0 0 0 
» 13 | ausgeflockt ausgeflockt + 0 0 
: = n +--+ 0 0 
Versuch 4. 


48 Stunden Kollodiumsuspension in m/32 K,FeCy, + n/x NaOH. 
Angegebene Normalitaten beziehen sich auf Laugenkonzentrationen. 





1. n/20 IL. n/40 Til. n/80)—sd'V.. n/160—s VV. n/400-—s VI. 0 4000s VI. n/40000 


0 0 ++ —- 





Nach 10’ 0 0 + 
» 1 0 0 0 + ++ | +++ | +++ 
. B5 0 0 + heslie-dp geflockt ausgeflockt ausgeflockt 
» 0 0 +-+--+ ausgeflockt st is Bs 
» 24h 0 0 ausgeflockt * é ss ef 


Aus diesen Versuchen folgt, dab wachsende Saurekonzentrationen 
yon HCl unsere Kollodiumsuspensionen zur Ausflockung bringen 
wahrend dies mit wachsenden Laugenkonzentrationen nicht der Fall 
ist. Eine Kollodiumsuspension in Lauge wird gegen einen an sich 
flockenden Salzwert um so stabiler sein, je héher die Konzentration 
der verwendeten Lauge ist. Die Erniedrigung der £-Potentiale auf den 
kritischen Wert bzw. unterhalb desselben durch den Zusatz des 
flockenden Salzwertes wird um so. schwerer zustande kommen, je 
héher die verwendete Laugenkonzentration. Dies ist so zu_ver- 
stehen, daB Lauge und Salz in bezug auf £-Potentiale bei unseren 
Konzentrationen antagonistisch wirken und da’ héhere Laugen- 
konzentrationen unsere Kollodiumsuspension starker negativ auf- 
laden, so daB der an sich flockende Salzzusatz die §€-Potentiale 
zum kritischen Wert nicht erniedrigen kann. Dagegen habe ich bei 
diesen Versuchen mit Kollodiumsuspensionen in Saure + Salz den 
Eindruck gewonnen, daB sich die Wirkungen der einzelnen Komponenten 
in bezug auf die Ausflockungsgeschwindigkeit addieren. Diese Er- 
scheinungen werde ich weiter verfolgen. Ich konnte also die ladungs- 


1 J. Loeb, |. ¢. 
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erniedrigende Wirkung der Lauge in den in Betracht kommenden 
Konzentrationen nicht finden, was vermutlich auf eine von Loeb 
abweichende Herstellungsweise der Kollodiumsuspension zuriick- 
zufiihren ist !. 


Bevor man aber eine physikalisch-chemische Analyse der richtungs- 
bestimmenden Faktoren jener ,,anomalen™ Fliissigkeitstransporte durch 
iiberlebende und tote Froschhaut unternimmt, ist geboten, diese Analyse 
zuerst an Modellversuchen vorzunehmen. Es sind nur zwei Méglichkeiten 
denkbar. Entweder sind die £-Potentiale an beiden Porenenden der 
tichtung nach gleich oder entgegengesetzt. Die Verhaltnisse im letzten 
Falle stellt die Abb. 11 dar. Wir sehen, daB in der Kombination 
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n/x Saure +- m/y Salz—gelatinierte Membran—n/x Lauge + m/y Salz 
mit sinkender Salzkonzentration und gleichbleibenden Saure- bzw. 
Laugennormalitaten die Geschwindigkeit der Fhissigkeitsiiberfiihrung 
in der Richtung Lauge —> Saure zunimmt. Gestrichelte Linie bezieht 
sich auf die aus beiden Lésungen abgeleitete Potentialdifferenzen. 
Die Saureseite ist der negative Pol. Die Salzwirkung auf die 
£-Potentiale ist — von beiden Seiten aus gesehen — hauptsichlich 
bis zur Neutralisationsebene beschrankt. 

Die Richtung dieses Fliissigkeitstransportes wiirde den Verhalt- 
nissen der in der Abb. 7 dargestellten Kombination entsprechen. In 
der Abb. 12 sieht man, daB mit sinkender Laugenkonzentration und 
bei gleichbleibender Saure-Salzkonzentration auf der anderen Seite der 


1 Uber die Herstellung der Kollodiumsuspension nach Loeb vgl. Journ. 
gen. Physiol. 5, 111, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 196. 16 
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Membran die Geschwindigkeit der Flissigkeitsiiberfiihrung abnimm: 
Gestrichelte Linie bedeutet wieder die Héhe der aus beiden Lésungen ab). 
geleiteten Potentialdifferenzen. Nun war von Interesse, zu priifen, wie 
sich die Geschwindigkeit der anomalen Flissigkeitsiiberfiihrung verhilt 
wenn sichzu beiden Seiten der Membran Salzlésungen befinden, in welche 
die Richtung der §-Potentiale dieselbe ist. Aus Abb. 13 ist ersichtlich 
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daB mit sinkender Konzentration der untereinander praktisch isotonischen 
Salzlésungen auch die Geschwindigkeit der Fliissigkeitsiiberfiihrung 
abnimmt. Der Flissigkeitsstrom geht in der Richtung zum mehrwertigen 
Anion. Dasselbe findet man, wenn sich zu beiden Seiten der Membran 
Lésungen befinden mit mehrwertigem Anion bzw. Kation (Abb. 14) 
Da in diesem Falle AlCl, stark sauer reagiert, wurde ein Versuch in 
der erwahnten Richtung unternommen, bei welchen die verwendeten 
Salzlésungen neutral reagieren (Abb. 15). Auch in diesem Falle findet 
der Fhissigkeitstransport in der Richtung zu mehrwertigem Anion statt. 
Eine Deutung dieser Verhaltnisse wird dadurch kompliziert, daB sich 
die gelatinierten Kollodiummembranen im destillierten Wasser nicht 
elektroneutral verhalten, sondern negative Ladung tragen. 


Die in der Abb. 11 dargestellten Verhiltnisse sind ohne weiteres 
klar. Mit sinkender Salzkonzentration werden die absoluten Betriage 
der —- und + -§-Potentiale gréBer. Von diesem Standpunkte aus sind 
auch die in der Abb. 10 fiir gelatinierte Membranen dargestellten Ver. 
haltnisse verstandlich. Die Richtung und die Geschwindigkeit der 
Flissigkeitsiiberfiihrung in der durch Abb. 13 dargestellten Kombi. 
nation miissen von folgenden Gesichtspunkten aus betrachtet werden 
Die in der Abb. 10 dargestellte (berfiihrungskurve fiir ungelatinierte 
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Membranen ist den 4 £-Werten symbat, weil sich Saure und Lauge 
in bezug auf die Entladung bzw. Aufladung der Kollodiummembranen 

wie wir schon in den Versuchen mit Kollodiumsuspensionen gesehen 


haben — mit wachsender Konzentration starker antagonistisch ver- 
halten, d. i. A £ wird um so héheren Wert haben, je héher die verwendeten 
Saure- und Laugenkonzentrationen sind. Mit sinkender Laugen- 





10} x 0 
SS 
Ss 
B04 S 
> 
60} 


Tn 30Min erreichte Sterghohe 


2m 





_ a x 2 En ho hE CBee 
ALC; gg Se 286 thsi CGC (aw LG 






Abb. 14. 
“-——-—— — —_———_—_————_, #0 

80} 
| 

—_——K > 

= am S 

770 S 

a 


20) 


| 


nxn nr nxn un nm nT 
met we ® 6 3 ‘elye 
Abb. 15. 


33 Maximal erreichte Steighdhe in mm 


N 
Ss 


Ma 


Saurekonzentration wird auch A€ kleiner, um bei einem bestimmten 
Wert keinen Fliissigkeitstransport im vertikalen Steigrohr mehr 
hervorrufen zu kénnen. A€ wird einen Nullwert in jenem Falle 
erreichen, wenn die £-Potentiale in der Pore nicht nur der Richtung, 
sondern auch dem Betrage nach aquipotential sind. Betrachten wir 
weiter die ganz gewdhnliche Kombination: H,0—ungelatinierte 
Membran—m/z Salz. Die rein osmotische Komponente des Salzes sei 
durch Zugabe einer entsprechenden Rohrzuckermenge zum H,O 
eliminiert. Wir wissen, daB wir im Gebiete der sehr kleinen Salz- 
konzentrationen, z. B. m/10000, keinen elektroosmotischen Flissigkeits- 
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transport mehr haben, obwohl bei dieser Konzentration die §-Potentiale 


in der Pore héher sind als z. B. bei m/64. Der Grund dafiir ist sehr ein- 
fach. Mit sinkender Salzkonzentration werden auch die Konzentration. 
unterschiede an beiden Porenenden, weil wir in der Pore ein Diffusions. 
gefille haben, kleiner. Somit auch der Betrag von Af. Wenn A€ in 
Wirklichkeit den Nullwert erreicht hat, dann sind keine energieliefernden 
Faktoren mehr vorhanden. Diesen Fall treffen wir an, wenn sich zu 
beiden Seiten der nicht vorbehandelten Membran dieselbe Fliissigkeit 
befindet. Um einen Fliissigkeitstransport in diesem Falle durch unsere 
Membranen hervorrufen zu kénnen, miissen wir dieselbe in ein elektrisches 
Feld bringen, d. h. Spannungen von z. B. 100, 200 Volt anlegen, und 
wir haben dann den iiblichen elektroosmotischen Fliissigkeitstransport 
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Abb. 16. 


durch eine Kapillare, die sich im elektrischen Felde befindet, mit allen 
seinen bekannten Konsequenzen. Wenn man das Diffusionsgefille 
der beiden Salzlésungen in der Abb. 13 gegeneinander in Betracht 
zieht, so kann man auf Grund der Loebschen Kurven — obwohl wir 
andere Salzwerte in bezug auf die Ausflockung erhalten haben — zeigen. 
daB der Fliissigkeitsstrom im Sinne von Af, d.i. vom héheren zum 
tieferen £-Potential stattfindet. Als einen Erklarungsversuch zu Abb. 14 
und 15 fihre ich folgendes an. Angenommen, wir hatten eine 
aufladbare, aber im destillierten Wasser elektroneutrale Membran. 
und auf der einen Seite derselben eine Lésung mit dreiwertigem Kation. 
auf der anderen dagegen eine mit dreiwertigem Anion (Abb. 16). Da 
die £-Potentiale mit sinkender Konzentration des Salzes einem Maximum 
zustreben, kénnten wir diese Verhaltnisse schematisch so auffassen. 
daB sich infolge der Salzdiffusion an beiden Porenenden in bezug auf 
Richtung und GréBe der £-Potentiale antagonistische Komponenten 
befinden. Dabei sei noch einmal] darauf hingewiesen, dab bei sinkender 
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Konzentration die §-Potentiale im allgemeinen bis zu einem Maximum 
wachsen, um dann bei weiterem Sinken der Konzentration wieder 
abzunehmen. Wir haben also einen doppelten Einflu®B der lonenart 
(Ladungssinn) und der Konzentration (Diffusionsgefalle) der Lésung 
zu beriicksichtigen. Die Resultante dieser Beeinflussungen wiirde von 
der Richtung der starkeren Komponente abhingen. Es wiirde also in 
diesem idealen Falle die Richtung des Fliissigkeitsstromes den Ver- 
hiltnissen in der Abb. 7 entsprechen. Alle hier zuletzt aufgeworfenen 
Fragen miissen aber einer experimentellen Analyse der ;-Potentiale 
in den Lésungen von Salzpaaren, die die elektrokinetische Potentiale 
gleichsinnig oder in entgegengesetzter Richtung beeinflussen, vor- 
behalten bleiben. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen sich wie folgt zu- 
sammenfassen : 

1. Die Annahme der anziehenden bzw. abstoBenden Lonenwirkung 
auf die elektrisch geladene Flissigkeitssiule in der Pore einer auf- 
ladbaren Membran steht nicht im Einklang mit den Ergebnissen der 
mitgeteilten Modellversuche. 

2. Befindet sich auf einer Seite der Membran NaCl, auf der anderen 
dagegen Salze mit mehrwertigem Anion, so geht der Fliissigkeitsstrom 
in der Richtung NaCl — mehrwertiger Anion, und die Geschwindigkeit 
dieses Transportes ist direkt proportional den Konzentrationen der 
zu beiden Seiten der Membran befindlichen isotonischen Léstungen. 

3. Befindet sich auf einer Seite der Membran ein mehrwertiges 
Kation, auf der anderen dagegen ein mehrwertiges Anion, so geht der 
Fliissigkeitsstrom in der Richtung Kation—» Anion, und die Ge- 
schwindigkeit desselben ist den verwendeten, untereinander isotonischen 
Konzentrationen direkt proportional. 

4. Unter Beriicksichtigung der elektrokinetischen Potentiale und 
des Diffusionsgefilles in der Pore der Membran wird versucht, eine 
theoretische Deutung der elektroosmotischen Erscheinungen in be. 
stimmten Fallen zu geben. 

5. Auf Grund von Ergebnissen in Modellversuchen wird versucht, 
eine Erklarung fiir den Reidschen Versuch zu geber 


Zum SchluB meiner Arbeit ist es mir eine angenehme Pflicht, 
Herrn Prof. P. Rona fiir die liebenswiirdige Aufnahme in seiner Abteilung 
und das Interesse, welches er meinen Untersuchungen entgegenbrachte, 
auch an dieser Stelle meinen ergebensten Dank auszusprechen. Ferner 
bin ich meinem Chef, Herrn Prof. M. Miculicich (Zagreb), und Herrn 
Prof. Boris Zarnik (Zagreb) fiir ihr Entgegenkommen bei der Ver- 
langerung des Rockefellerstipendiums zu groBem Dank verpflichtet. 
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In einer Reihe von Mitteilungen wurden bisher die bei der 
Untersuchung der chemischen Leistung von Colibakterien gewonnenen 
Ergebnisse mitgeteilt. Die folgenden Ausfiihrungen beschaftigen sich 
unter Beibehaltung der Methodik mit dem Staphylokokkus. Als 
Ausgangsmaterial diente ein Stamm, der aus Wundeiter geziichtet 
war und kaum Farbstoffe bildete; er wurde unter gelegentlichen 
Bouillonpassagen iiber Bouillonagar vom px 7,2 bis 7,3 fortgefiihrt 
und im gefarbten Praparat in regelmaBigen Abstanden untersucht. 

Suspendiert man die wahrend 24 Stunden bei 37°C auf zwei bis 
vier Schragagarréhrchen gewachsenen Zellen in 10 cem Ringerlésung. 
welche etwa 2°/,,. Bicarbonat und 3°/), Glykose enthalt, und unter- 
sucht das Verhalten der Bakterien gegeniiber dem Zucker unter streng 
anoxybiotischen Verhaltnissen nach der manometrischen Methode von 
O. Warburg bei 37.5° wahrend etwa einer Stunde, so beobachtet man 


1 Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft angefertigt, der an dieser Stelle der gebiihrende 
Dank ausgesprochen sei. 
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ahnlich wie beim B.coli — eine kontinuierliche gleichmaBige Gas- 
entwicklung, die weder bei Abwesenheit des Bicarbonats, noch bei 
\bwesenheit der Glykose eintritt, also auf die Aufspaltung des Zuckers 
in fixe Saure zuriickgefiihrt werden muB. 

GemaB einer friiheren Definition darf eine solche Zelleistung, die 
bei vélliger Abwesenheit von Sauerstoff vor sich geht, als Effekt eines 
spezifisch wirkenden Ferments angesehen werden, und es ist von Inter- 
esse, das unterschiedliche Verhalten der Staphylokokken gegeniiber 
mehreren verschiedenen Zuckern festzustellen. Der Vergleich erfolgt 
dabei in der Weise, daB bei sonst gleichen Bakterienkonzentrationen 
und physikalisch-chemischen Milieubedingungen die in der gleichen 
Zeit produzierte Gasmenge als Mab der Zerfallsgeschwindigkeit an- 
genommen wird. Mehrere Parallelreihen mit wechselnden Zellmengen 
ergeben auf diese Art folgende, im ganzen gut itibereinstimmende 
Resultate : 





Versuchsreihe I | 1 i 
a 140 140 140 
Lavulose. ... 82 103 109 
Maltose .... 42 40 45 
Saccharose . . . 23 22 26 
Lactose .... 15 18 10 
Galaktose ... q 4 7 


Galaktose wird demnach iiberhaupt nicht angegriffen } der Grund 
der geringen Saurebildung wurde schon friiher angegeben, er ist 
in autolytischen und ahnlichen Prozessen zu suchen, die sich in lebenden 
Zellen auch ohne Zufiigen eines besonderen Substrats abspielen. 








Tabelle I. 
Lactose Malt Sacch Galaktose Lavulose Glucose 
Nr.: | 4 35 % 41 43 
Keo,: 0,490 0,478 0.487 0,595 0,628 0,607 
2 | | 
10’ em 1,84 1,88 1,44 0,59 2,72 3,32 
cmm 9,00 9.00 7,00 3.51 17.0 20.1 
20 { em 2,22 3,37 2,28 0,84 4,98 7.54 
“™ \emm 10,9 16,1 11,1 5.00 313 45,7 
39 | em 241 4,81 2,98 0,99 7,30 12,2 
| cmm 118 23.0 145 5,90 45.7 73,9 
49 {om 2,65 6,31 3,65 1,18 9,75 16,5 
emm 13,0 30,2 178 7,00 61,0 100 
5 }om 2,90 7,77 4,31 1,44 11,8 21,1 
| cmm 14.2 37,1 210 8,52 74,0 128 
em 34 9,15 5,03 1,48 14,1 25,7 
cmm 15,9 43,7 24. 8.82 88.4 156 
79 | em 3,35 10,9 5,86 1,88 16,4 
™ \emm 164 52.2 28.5 112 10, 





248 H. W. Nicolai u. N. Kageura: 


Die drei Disaccharide werden unter Bildung fixer Saéuren au/ 
gespalten, wenn auch mit einer Geschwindigkeit, die hinter den beide: 
ersten Gliedern der Reihe zuriickbleibt. Beachtenswert bleibt in diesem 
Zusammenhang, daB Maltose, das a-Glykosid einer £-Glykose, den 





cmm CO, 











Galactose #7 
06 0!" 20 30’——‘C”SsC«"—«é«éCH" CaF! 
Abb. 1. Anaerobe Spaltung verschiedener Zucker (Tabelle !), 





gréBten Wert unter den Disacchariden erreicht, ebenso unter den 
Monosacchariden die Glykose erheblich schneller zu Saure abgebaut 
wird als Lavulose; die Staphylokokken unterscheiden sich hierin grund. 
sitzlich von samtlichen im Laufe der Zeit untersuchten Kolistimmen 
bei denen die Verbiiltnisse umgekehrt lagen. 


Il. 


Es erhebt sich zunichst als Folge der bisherigen Versuche die 


Frage, mit welchem Recht die in der Anoxybiose aus dem Bicarbonat 
verdrangte CO, als Mab der Zerfallsgeschwindigkeit aufgefaBbt werden 
darf. Beziiglich der beiden Monosaccharide Glykose und Livulose 
laBt sich der Beweis hierfiir in ahnlicher Weise erbringen, wie dies 
bereits gelegentlich anderer Untersuchungen geschah. 1 ccm einer 
0,5°/o9igen Hexoselésung wurde erst nach vélligem Temperaturausgleich 
mit der Zellsuspension vermischt und der Druckablauf vom Beginn 
der Spaltung ab bis zum volligen Sistieren der CO,-Bildung verfolgt 
In mehreren Parallelversuchen zeigt sich hierbei regelmaBig, dal) 
nach der Entwicklung von 112 bis 116 emm CO, die Spaltung beendet 
ist, entsprechend 5 bis 5,3 Mikromolen CO, bzw. NaHCQ,. Eine 
quantitative Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen ergab einen 
Gehalt von 0,462 mg Glykose im Kubikzentimeter = 2,57 Mikromol 
d. h. ein Molekiil Traubenzucker zerfallt in zwei Molekiile fixe Saure 
Die Analyse der Livuloselésung bestitigte auch hier die gleichen 
Verhialtnisse. In einer Reihe weiterer Versuche wurden nach Hagedorn 
Jensen die Zuckerkonzentrationen vor und nach der anaeroben Glykolyse 
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yemessen, wobei auf eine véllige Aufspaltung verzichtet wurde, und 
die Differenz, d. h. der verschwundene Zucker, mit der wihrend der 
Versuchszeit frei gewordenen CO, verglichen. Die Resultate bestatigen 
die vorher gemachte Erfahrung, nach der unter allen Umstanden die 
beiden Hexosen in je zwei Molekiile einer fixen Saure gespalten werden. 

Ist es sonach zweifellos richtig, bei den Monosacchariden die 
Gasbildung als einen adaquaten Ausdruck fiir die Reaktion selbst 
zu betrachten, so darf man dies auch bei den Disacchariden annehmen, 
die Geschwindigkeit der CO,-Bildung ist also in diesem Falle, sobald 
sie langsamer als bei den Monosen erfolgt. ein Ma fiir die Ge- 
schwindigkeit der hydrolytischen Spaltung. 


Tabelle II]. Versuch 25, anaerob. 





Nr. der Gefabe : M 35 41 
Ky 02: 0,45 0,485 0,595 
Zucker :  Traubenzucker Traubenzucker Fruchtzucker 

em 2.65 2.50 1.75 
10"| emm 12.7 12.1 10.4 
og | em 6,16 5.86 3,76 
— | emm 29.6 28,4 22,3 
30 } em 9,34 8,94 5,89 
” \ emm 4,48 43.3 35,0 
{ em 12.30 11.9 7.77 
40 \ ecmm 59,0 57,5 1 46,2 
5 | em 15,25 14,90 9,95 
“ | emm 73.3 72,2 59.0 
go | em 17,60 17,42 11,60 
| emm 84,5 84.5 69,0 
70 { em 19,95 19,90 13,15 
{ emm 96,0 96,5 78,0 
80 { em 21,64 21,74 14,74 
{ emm 104 105 87,5 
} em 22,35 22.50 16,20 
90 | emm 107 109 96,3 
em 22.60 22,80 17,60 
100 cmm 109 111 105 
110 { em 22.90 23,30 18,45 
| cmm 110 113 110 
129 | em 22,92 23,42 18,52 
“| emm 110 113 110 
130 { em 23,00 23,40 18,69 
“| emm 112 113 111 
em 23.13 23,83 18,73 
140 | Sam 111 114 111 
- cm 23,16 23.51 18,71 
150 cmm lil 114 111 
4 | em 23,15 23,55 | 18,72 
160 | comm 111 114 111 
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Versuch 43, anaerob. Methylglyoxal. 





Nr. der GefiiBe: 
Keo,: 


3 


70 


90 


10’ 
20 


| 
\ 
| 
| 
| 
\ 
| 
\ 
| 
\ 
| 
| 
| 
\ 
i 
\ 


| 
\ 


cm 
cmm 
em 
cmm 
em 
emm 
em 
cemm 
ecm 
emm 
ecm 
emm 
em 
cmm 
em 
emim 
em 
emm 


41 
0,595 


4,35 
25,4 
8,91 
53,0 
12,79 
76,1 
16,22 
96,4 
18,89 
112 
20,63 
123 
21,24 
126 
21,45 
127 
21,48 
128 


42 43 
0,628 0,007 
4,75 4,20 
29,8 25,5 
9,26 8,66 
58,1 52.5 
12,89 12,44 
81,0 75,5 
16,12 15,92 
101 96,5 
18,19 18,54 
114 112 
20,28 20,28 
127,5 123 
20,84 20,94 
131 127 
20,90 21,05 
132 128 
21.93 21,08 
132 128 


Die Bestimmung des Quotienten CO,/O, wurde nach den ver- 
schiedenen, zu diesem Zwecke angegebenen Methoden! in 21 %igem 0, 


| 
| 
4 
30” 40" 50" 60" 
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Abb. 2. Vdéllige Aufspaltung von 
Glucose bzw. Laevulose bis zum Auf- 
héren der C O2-Bildung (Tabelle Il). 





vorgenommen. Die Versuche 
ergaben itibereinstimmend einen 
Wert von 1,25 bis 1,30. 

Die GréBe dieses Quotienten 
14Bt die Annahme zu, daB auf je 
ein vollig verbranntesZuckermole- 
kil ein glykolysiertes entfallt. 

Im Hinblick auf die wich- 


.tige Rolle, die dem Methylgly- 


oxal als intermediirer hypothe. 
tischer Abbaustufe zukommt 
wurde das Verhalten der Bak- 
terienzellen in der Anoxy- 
biose gegeniiber einer Methy!. 


glyoxallésung gepriift, die durch Verdiinnen einer ziemlich frischen 


3% igen Lésung hergestellt wurde. 


Infolge der geringen Stabilitat 


dieser Verbindungen war es nur annahernd méglich, die Molaritat 
zu etwa "/199 bis '/99 zu bestimmen. Die folgenden Tabellen und Abb. + 


1 0. Warburg, nach Rona, 
S. 201 ff. 
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zeigen die durch die Ketonaldehydmutase hervorgerufene Saurebildung 
Insgesamt werden 130cmm Gas, ent- 


in Kubikmillimeter CO,. 


sprechend 5,8 Mikromol, aus dem Bicarbonat frei gemacht. 


des verfiigbaren Keton- 
aldehyds, 5 bis 5,3 Mikro- 
mol, stimmt hiermit an- 


nahernd iiberein. 


Inwieweit die Grund- 
gesetze der Fermentdyna- 
mik sich an den lebenden 
Zellendemonstrieren lassen, 
zeigen die folgenden Unter- 
suchungen. Eine Staphylo- 
kokkenemulsion von _ iib- 
licher Konzentration wurde 


comm COg 


in 


nungen (1/,, 4/,, } 


verschiedenen Verdiin- 
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Abb. 3. 


Das Verhalten des Methylglyoxals anaerob (Tabelle III). 


und anaerob bei einer stets kon- 





stanten Substratkonzentration von 3 prom. Glykose beobachtet. Die 
Pp \ 
Ergebnisse sind an Tabelle IV und Abb. 4a und 4b ersichtlich. Die 
rg 
Spaltungsgeschwindigkeit ist proportional der Zellkonzentration. 
} gsg £ propo 
Tabelle IV. 
Versuch 7, aerob. Versuch 8, anaerob. 
a lu | 3 % 41 41 2 2 4 
Ko, 0,409 0397 0,406 0514 Ky 0» 0,595 0628 0007 =—0, 490 
Menge der | , i 1 1 1 1 1 1 
Bakterien | 1 2 ‘ is 1 2 4 . 
57} cm 2.81 164 0,79 0,29 19" }em 268, 1,83 066 0,39 
“(lemm 115 650 320 1,50 jemm 16,0 |115 4,00 1,91 
10 | cm 528 315 1,16 0,50 99, | em 5.55; 8.22 1,65 0,84 
emm 21, 12.5 4.70 250] “"lemm 33.0 202 100 4,11 
15 {em 8,30 4,79 285 0,78 30 { em 8,25 4438 223 1,27 
“lemm 340 190 | 7,50 400] “ lemm = 49,0 278 13,5 6,25 
my i= 10.9 5.76 246 1,01 40 cm 10,95 5,75 2,80 1,83 
“™ {temm 444 229 | 10,0 5,20 emm 65,0 361 17.0 9,00 
39 fem 16,1 8,32) 382 146] ~) | cm 13,75 7,33 347 1,86 
™ temm 66,0 33,0 | 155 7,50 {emm 82,0 460 210 9,10 
45 |om 23,8 (|12,2 | 5,66 1,95 60 - 16,86 876 429 251 
lemm 97,5 | 48,5 | 23,0 10,0 emm 100 55,0 26.0 12,30 
60 em 32,6 (163 | 7,39 2,65 
emm 133 645 300 136 
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Abb. 4a. Abb. 4b. 
Anaerobe Glykolyse und aerobe Atmung der Bakterien in verschiedener Konzentration (Tabelle 1V) 
IV. 

Im Gegensatz zu manchen anderen Bakterien ist der Staphylo 
kokkus sehr empfindlich gegen Anderungen der Wasserstoffionen 
% konzentration. In einer Reihe von Acetat 
soe SN und Phosphatpuffern verschiedener Aziditat 

wurde bei einer Substratkonzentration von 
eo}— = 3 prom. Glykose die Atmung gemessen und das 

in gleicher Zeit von der gleichen Zellmenge ver 
brauchte O,-Volumen verglichen. Setzt man 
” den bei optimaler h (7,0 bis 7,3) beobachteten 

Sauerstoffverbrauch gleich 100, so ergeben 
40+-— mapeory sich nach Umrechnung folgende Werte, cic 

| | in Abb. 5 graphisch dargestellt sind: 

| | Pu: 43 46 49°52 55 *60 65 70 73 
tel Atnung. 0 0/18 35 56,5 86,5 95,5/ 100/10 
6 6 7 8 Bet Oe. . sh Bi 
Abb. 5. py-Aktivititskurve Atmung. 87,5 
der Atmung. 
v. 


Die Abhangigkeit der Atrhung und der anaeroben Glykolyse von 
der Versuchstemperatur wurde in der Art gepriift, daB in Parallel. 
reihen bei 17,5, 28 und 37,5 bzw. 18,2, 29,15 und 37,5° die in der gleichen 
Zeit gebildeten bzw. verschwundenen Gasvolumina miteinander ver 
glichen wurden. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle dargestellt 


Anaerob. 





Temperatur: | 37,59 28,0° 17,59 


CO,jt... 73 27,5 4.5 





Ab 
dig 
erg 
ver 
rat 


Ant 


de 








e IV) 


vlo 
1eN- 
tat 

itat 
von 


das 


Man 
ten 
en 


die 





Fermentstoffwechsel der Bakterien. V. 253 


$ 








Aerob. 
Temperatur: || 37,5° 29,150 18,20 37.59 20,059 17,85° 
a ee 78,1 38.6 15,6 100 58,5 20 
. ° 100; 
Die graphische Darstellung der | 
Abhangigkeit der Reaktionsgeschwin- E al 


digkeit von der Temperatur in Abb. 6 
ergibt mit Hilfe der Ausmessung an 
verschiedenen Stellen folgende Tempe- | 














raturkoeffizienten : P| 
Mitte! 20 
2,62 | 2,38 | 2,23 | 2,02 | 2,00 | 2,25 
Aerob - | 935/2.97/2.96 2.97/2,30/2,29 95720" 35° a5? 0 
oe Abb. 6. Darstellung der anacroben 
Anaerob. — | — , =| 5a Glykolyse und der Atmung in Abs 
hangigkeit von der Temperatur. 
VI. 


Ein EinfluB der Zuckerkonzentration auf die Reaktionsgeschwin- 
digkeit der anaeroben Glykolyse wird, wie bei allen lebenden Zellen, 
so auch bei den Staphylokokken durch osmotische Wirkungen tiber- 
deckt und gestért, welche die Konzentrationsinderungen des  Milieus 
auf die Zelle als solche ausiiben. Die Beschleunigung oder’ Verlang- 
samung einer Enzymwirkung bei wechselnden Substratmengen gibt 
also in diesem Falle keine Anhaltspunkte, solange nicht die schadigenden 
oder begiinstigenden Einfliisse des dabei gleichzeitig wechselnden 
osmotischen Druckes klargestellt sind. Die folgenden Messungen der 
anaeroben Glykolyse haben daher zunichst nur _ orientierenden 
Charakter; sie wurden an Livulose- und Glykoselésungen ausgefiihrt, 
die in ihrer Konzentration zwischen 0,5 und 100 prom. schwankten. 
Innerhalb der gleichen Zeit wurden dabei folgende Umsatze (emm CO,) 





festgestellt : 

%Jo0 ¢ Lavulose ; Glykose 

100 139 140 140 133 

30 127 128 140 149 

10 99 88 110 128 

3 73 71 74 | 111 

1 48 59 57 195 

05 38 43 45 97 


Wiahrend die Glykose bei 30°/,, ein Optimum aufweist, ist bei 
der Lavulose nicht ersichtlich, ob es bei 100°/,, schon erreicht ist, 








254 H. W. Nicolai u. N. Kageura: 


auch ist es in beiden Fallen nicht zu entscheiden, welchen Anteil dic 
héhere Substratkonzentration und welchen der héhere, méglicherweise 
giinstigere osmotische Druck an der Steigerung der Umsatzgeschwin. 


digkeit hat. 
Vil. 


Selbst wenn man den EinfluB der wechselnden Substratkonze: 
tration auf die Fermentleistung ausschaltet und zum Studium aus. 
schlieBlich der osmotischen Empfindlichkeit nur die Salzkonzentration 

andert, gelingt es nicht ohne 


AeroveAtnung | weiteres, den neu hinzutretenden 
I N wR 


stérenden Faktor der spezifischen 
Ionenwirkung zu_ eliminieren 
der noch besonders untersucht 
werden muB. 

Die zu diesem Zwecke unter. 
nommenen Versuche beschaftigen 
. sich zunachst mit der Frage, in 

“g*s welcher Weise die Anderung der 
Salzkonzentration die anaerobe 
Glykolyse bei Gegenwart von 
3prom. Glykose als Substrat 
beeinfluBt. Blutisotone Lésungen 
Araerobelykolse | von NaCl, KCl, CaCl, MgCl, 

s | in Ringer 19 . ° a. 
und geometrisch steigende Viel- 

fache dieser Salzkonzentrationen 
(2-, 4-, 8- und 16fach) wurden 
miteinander verglichen, indem 
die in der gleichen Zeit erfolgten 
. ed rae | \ | Spaltungen gemessen wurden: 

» i = 4 ir setae Ai _— als willkiirlicher Standard diente 
Mg | ein bei jeder Versuchsreihe vor- 
oT 8s endenes GefiS mit Ringer. 
fach blutisoton §=\jsung und 3 prom. Glykose. 














0 2 + 6 8 - fach blutisofon %6 
Abb. 7a. 
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Abb. 7b. ; 

J 
hima is Dees wok ae Gh dessen Umsatz in der gleichen 
vom osmotischen Druck. (Tabelle V). Zeit jedesmal gleich 100 gesetzt 


wurde. 

Die folgende Tabelle V enthalt zunachst die tatsichlich innerhalb 
einer bestimmten, fiir alle GefiBe gleichen Zeit abgelesenen Werte in 
Kubikmillimetern CO,, dann in einer zweiten Spalte die jeweilige 
Reduktion auf Ringer gleich 100. Zum Zwecke der héheren Genauigkeit 
wurden die Anfangsspaltungen wihrend der ersten 10 bis 15 Versuchs- 
minuten vernachlassigt, da besonders bei den héheren Salzkonzen. 
trationen der Verlauf noch kein geradliniger war. 
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Die Zahlen driicken die in 30’ bei anaerober Glykolyse frei gewordene CO, 
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Tabelle V. 


S 
ow 


oder den bei der Atmung verbrauchten O, in Kubikmillimetern aus. Variiert 
werden einmal die Konzentrationen einzelner Ionen, dann aber auch die 
Ionen selbst. Die Konzentration wird ausgedriickt als blutisoton (gleich 1) 


oder einem Vielfachen (2, 4, 8, 16) dieses Wertes. 














NaCl anaerob. NaCl aerob. 

Ro | 130 130 =10 | Ry 120 120 = 100 
1 126 120 97 92 1 103 114 86 95 
2 121 116 93 90 2 95 93 79 77 
4 108 101 83 78 + 81 86 67 7i 
8 105 101 81 78 s 93 86 78 71 

16 92 87 71 67 16 52 61 48 5l 

KCl anaerob. KCl aerob. 

Ryo 140 140 = 100 Rio 120 120 => 100 
1 137 137 98 98 1 124 115 104 96 
2 125 | 118 89 84 2 105 99 88 83 
+ 117 | +116 84 83 4 99 44 83 78 
8 117 162 83 73 8 107 97 89 81 

16 99 | 9 71 65 16 80 69 67 58 

CaCl, anaerob. CaCl, aerob. 

Rie 140 149 = 100 a 120 120 = 100 
1 117 118 84 84 1 68 69 57 58 
2 132 126 94 90 2 43 57 36 «48 
4 117 118 84 84 4 438 45 36 «38 
8 102 97 73 «269 8 54 47 45 39 

16 52 48 37 «(34 16 24 23 20 19 

MgCl, anaerob. MgCl, aerob. 

Rio 120 = 100 Rio 120 120 ad 100 
1 85 71 1 115 115 9 96 
2 91 76 2 115 115 96 96 
4 77 64 4 97 97 81 81 
Ss 62 52 s 64 66 53 55 

16 25 21 16 21 16 is 13 





Die graphische Darstellung in Abb.7 stellt alle Resultate noch 





einmal iibersichtlich dar. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist als Funktion 
des osmotischen Druckes eingetragen, als dessen Einheit der Druck 
einer blutisotonen Liésung angenommen ist. Die im vorigen Ab- 


schnitt gefundenen Ergebnisse bei der Untersuchung verschiedener 
Zuckerkonzentrationen sind zum Vergleich nicht eingezeichnet. weil 
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infolge des hohen Molekulargewichts gréBere osmotische Drucke nic}: 
erreicht werden kénnen. Im Gegensatz zu den bei Kolibakterien ge. 
fundenen Ergebnissen scheinen die Staphylokokken ihr osmotisches 
Optimum bei der Konzentration des Blutes zu haben. Ob die unter- 
wertige Leistung im Vergleich zu einer Ringersuspension bei manchen 
Ionen im Sinne einer Hemmung aufgefaBt werden soll, erscheint fraglich 
wie z. B. beim Ca, ebenso wie durchaus nicht im Falle der allein durch 
K-lIonen gesteigerten Glykolyse irgendetwas Bestimmtes iiber das 
Wesen dieser Reaktionsbeschleunigung ausgesagt werden kann; es 
gelingt auch nicht, durch die verschiedensten K—Ca-Kombinationen 
diese Frage einer Klairung naher zu fiihren. Inwieweit tiberhaupt 
die scheinbare Bevorzugung der K-lIonen durch ,,Pflanzen’, der 
Ca-lonen durch ,,Tiere** bei ein und demselben fermentativen Prozel} 
einer Lésung naher gebracht werden kann, soll in einer weiteren Mit- 
teilung iiber die elektrometrische Untersuchung der Zucker-Metall- 
verbindungen und ihre Dissoziation gezeigt werden. 

SchlieBlich wurde nach Michaelis! noch der isoelektrische Punkt 
in einer Reihe von Acetatpuffern zu py = 4,4 bestimmt. Die Flockung 
tritt auBerordentlich verzégert ein und kann am besten nach 5 bis 
10 Stunden beobachtet werden. Durch haufiges Waschen mit Ringer- 
lésung kann diese Verzégerung, wenn auch nicht vollig, eingeschrankt 
werden. 

Zusammenfassung. 


1. Staphylokokken spalten anaerob Glykose und Livulose in 2. 
Maltose und Saccharose in 4 Molekiile einer fixen Siaure auf. 

2. Die Spaltungsgeschwindigkeit ist ebenso wie die Atmung 
proportional der Zelikonzentration. 

3. Die Staphylokokken sind relativ py-empfindlich; ein steiles 
Optimum befindet sich bei der Reaktion des Blutes. 

4. Der Temperaturkoeffizient der Atmung und der Glykolyse 
ist 2.27 bzw. 2.6. 

5. Glykolyse und Atmung sind gegen osmotische Druckerhéhungen 
empfindlich, wobei ein Unterschied zwischen den einzelnen Ionen 
festzustellen ist; in isotonischen Lésungen wirken die Erdalkali- 
chloride, besonders das Mg Cl,. hemmend, die fermentativen Leistungen 
in KCl sind denen in NaCl iiberlegen. 


1 Deutsche med. Wochenschr. 1912, Nr. 21. 
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Uber ultraviolette Chemolumineszenz der Zellen 
im Zusammenhang mit dem Problem des Carcinoms. 


Von 


A. und L. Gurwitsch. 


(Mit Beitragen von G. Frank, S. Salkind, A. Anikin, W. Dokutschaewa 
und M. Sernowa.) 


(Aus dem histologischen Institut der ersten Universitét Moskau.) 
(Eingegangen am 19. Mdrz 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 


Eine tiefere Analyse des von uns bereits im Jahre 1923 geschilderten 
Phainomens der ,,mitogenetischen Strahlung**! bringt es mit sich, daB 
eine Anzahl in das Gebiet der Photochemie (im weitesten Sinne des 
Wortes) fallender Probleme gestellt und zunichst rein empirisch be- 
handelt werden mute. Es wurden dabei Tatsachen gefunden, deren 
theoretische Deutung wohl groBe Schwierigkeiten bereiten’ wird, die 
aber schon jetzt unsere Einsicht in die Energetik der Zellteilung und 
gleichzeitig auch in das Problem des Carcinoms zu vertiefen vermégen. 

Es darf wohl als bekannt vorausgesetzt werden, daB aus manchen 
pflanzlichen und tierischen Geweben (auch Bakterien, Hefen und be- 
fruchteten Seeigeleiern) eine Wirkung auf Entfernung auf vermehrungs- 
fihige Zellen ausgeht, die als Induktion bezeichnet werden kann und 
sich in sehr bedeutender Vermehrung der Mitosenzahl in den betroffenen 
Bezirken der der Einwirkung des Faktors ausgesetzten Gewebe duBert. 
Eine groBe Anzahl verschiedener tibereinstimmender Beweise |abt 
zurzeit wohl keinen Zweifel dariiber aufkommen, da’ es sich um 
Ausstrahlung sehr kurzwelliger Strahlen handelt, die dem Spektral- 
bereich zwischen etwa 2400 bis 1960 Angstrém angehiren. Da als 
Energiequellen fiir diese Strahlung natiirlich nur chemische Umsiatze 
im Organismus in Betracht kommen, hatten wir hier einen Fall von 
bisher noch unbekannter, sehr kurzwelliger Chemolumineszenz vor uns. 
Als normale, physiologische Strahlungsquellen im intakten Organismus 
kommen fiir Pflanzen offenbar bestimmte GefaBbiindel in Betracht, in 
tierischem Organismus hat das Strahlungsmonopol offenbar nur das 


' Vgl. Literaturverzeichnis. 
Biochemische Zeitschrift Band 196. 17 
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Blut. (Von Friihembryonalstadien wird hier abgesehen; vgl. die Arbeit 
von Anikin). Die Eigenart der in beiden Quellen ablaufenden Vorginge 
laBt sich bisher nur in ihren allgemeinsten Grundziigen entziffern 
Die Strahlungsquelle der am genauesten untersuchten Zwiebel liegt 
in der sogenannten Zwiebelsohle. Dieselbe wird fein zerschnitten', 
in einem Porzellanmérser schnell zu einem triiben Brei (unter Zusatz 
einiger Tropfen Wasser) verrieben, die triibe Fliissigkeit in eine 
Kapillare eingesogen und damit sofort induziert. Wird die ganze 
Prozedur bis zum Beginn der Induktion in ein paar Minuten ausgefiihrt. 
so erhalt man in konstanter Weise einen Induktionseffekt, d.h. ein 
erhebliches Ubergewicht an Mitosen an der ,,bestrahlten‘‘ Seite des 
Objektes (z. B. des Meristems einer Zwiebelwurzel). Nach etwa 
20 Minuten versagt die Fliissigkeit bereits vollstaindig. Aus diesem 
, Sohlenextrakt“ lassen sich nach dem bekannten Verfahren Dubois’ 
zwei Fraktionen aussondern, die eine thermostabil, die andere thermolabil. 
Man laBt die eine Halfte des gewonnenen Extraktes bei Zimmer. 
temperatur (oder noch besser bei maBiger Abkiihlung) etwa 24 Stunden 
stehen, die andere Hialfte wird 5 Minuten einer Temperatur von 58 
bis 60° ausgesetzt. Jede Fraktion ist, fiir sich genommen, vollig inaktiv. 
Bei Vermengung derselben erhilt man einen kurzwahrenden, aber 
intensiven Induktionseffekt, eine véllige Analogie mit dem _ ,,Auf.- 
leuchten* beim ZusammengieBen des Luziferins und der Luziferase in 
den klassischen Versuchen Dubois’ und den neueren Untersuchungen 
N. Harveys. Es wird von beiden Autoren iibereinstimmend gesetzt, 
da8 das thermostabile Luziferin ein Proteinkérper (Proteose Harvey). 
die thermolabile Luziferase ein Ferment ist?. 

Wir nehmen in Anlehnung an diese Autoren an, daB in der thermo- 
stabilen Fraktion des Sohlenextrakts ein Kérper enthalten ist, den 
wir mit dem provisorischen Namen Mitotin belegten, in der thermo- 
labilen dagegen ein Ferment — die Mitotase — vertreten ist, deren 
Einwirkung auf das Mitotin das ,,mitogenetische (s.c. kurzwellige 
ultraviolette) Aufleuchten’* des Gemenges zu verdanken ist. 

Uber die Strahlungsquelle des Wirbeltierkérpers — das Blut 
haben die Untersuchungen von A. Sorin folgende Aufschliisse gebracht. 

Ein positiver Induktionseffekt laBt sich sowohl aus dem strémenden 
Blute (durch die Wand der entbléBten Vena abdominalis weiblicher 
Frésche) als auch aus lackfarbenem Blute von Frosch (und Ratte*) 
erzielen. Bei hochgradiger CO,-Asphyxie des Frosches schwindet das 
Induktionsvermégen, kehrt aber bei Erholung des Tieres wieder. 


1 Es muB8 eine Zwiebel mit reichlich ausgekeimten Wurzeln benutzt 
werden. 

* Journ. general Physiol. 1919. 

3 Bei Ratte viel giinstiger als beim Frosch (Anikin). 
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Blutserum und Lymphe sind véllig inaktiv. Lésungen von kristallini- 
schem Oxyhimoglobin des Pferdes, ebenso wie solche des reduzierten 
Hamoglobins wihrend des Wberganges desselben in Oxyhimoglobin 
versagen ebenfalls véllig. Wird aber Oxyhamoglobinlésung tropfenweise 
dem Blutserum (oder der Lymphe) zugesetzt, so bekommt man in kon- 
stanter Weise den positiven Induktionseffekt. Diese Tatsachen deuten 
in entschiedener Weise darauf hin, daB das ,,Aufleuchten’ hier auf 
einer O-Abgabe an einen im Serum (Lymphe) enthaltenen oxydablen 
Kérper beruht. 

Die beiden eben kurz geschilderten Strahlungsquellen mégen als 
solche ,,erster Art‘‘ bezeichnet werden. Es treten aber unter bestimmten, 
zum Teil experimentell erzeugbaren, zum Teil direkt pathologischen 
Umstianden auch andere Strahlungsquellen auf, die von den eben er- 
wahnten als solche ,,zweiter Art** unterschieden werden miissen. Eine 
kurze Schilderung derselben bildet den Gegenstand vorliegender Arbeit. 


Strahlungsquellen zweiter Art. 
Methodik. 

Die Methodik der Induktionsversuche setzt vor allem geeignete 
,.Detektoren“ der mitogenetischen Strahlung voraus. Als solche kommen 
die Wachstumszone (das Meristem) von Zwiebelwurzeln und Hefe- 
kulturen (Bierhefe auf Bierwiirzeagar) zur Anwendung. Eine regel- 
ma&Big gestaltete, gesunde Zwiebelwurzel zeigt an Léngsschnitten eine 
gute Ubereinstimmung der Mitosenzahl zwischen rechts und links von 
der Medianebene. Nach langjahrigen‘Erfahrungen in unserem Laboratorium 
betragt die Differenz zwischen yechts und links bei Abzihlung von etwa 
zehn Medianschnitten durch eine Wurzel (was mehrere Hundert Mitosen 
ergibt), nur selten mehr als 5%, bleibt in der tiberwiegenden Zahl der 
Falle noch darunter. Als positiver ,,Induktionseffekt“ wird demnach ein 
Uberwiegen der Mitosenzahl an der ,,bestrahlten“ Seite von iiber 15%, 
erklart. Der mittlere Induktionseffekt steht in umgekehrter prozentualer 
Beziehung zum Mitosenreichtum der betreffenden Wurzel und betragt 
bei 100 Mitosen im Medianschnitt etwa 30%. 

Bei Benutzung von Hefekulturen wird auf eine sehr gleichmaéBige 
Ausbildung des Hefebelags auf der Oberflache des KulturgefiiBes geachtet. 
Es werden Glaszylinder von etwa 3cm Héhe und 2,5em Durchmesser 
mit tiberfallenden Deckeln benutzt, die auf etwa */, mit Nahragar gefiillt 
sind. Das Naéhrsubstrat wird mit fliissiger Stammkultur der Bierhefe (auf 
Bierwiirze) gleichma&Big beschickt und ist nach Verlauf von etwa 9 bis 
13 Stunden (Aufenthalt bei 25°) gebrauchsfaihig. Altere Kulturen eignen 
sich weniger. Der Induktionseffekt &éuBert sich durch Steigerung der 
Anzahl sprossender Hefezellen. An gefarbten Strichpréparaten werden 
etwa 1000 bis 1500 Zellen des induzierten Bezirkes und der von derselben 
Kultur gleichzeitig entnommenen Kontrolle abgezéhit, wobei nur Knospen 
von bestimmter GréBe und Form als solche betrachtet werden’. Bei 

1 Das in der Arbeit von Baron (S. 621, Abb. 1) angegebene Kriterium 
befriedigt uns nicht mehr. Wir zahlen nunmehr ausschlieBlich kleine runde 
Knospen und erhalten viel gleichmaBigere Resultate. 


17* 
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gehériger Ubung ist die Ubereinstimmung zwischen den Zahlungserge|- 


nissen verschiedener Beobachter eine vollstandige. 

Bei gleichmaéBig wachsender Kultur ist die Sprossungsintensitat in 
benachbarten Bezirken (von denen der eine zur Induktion, der andere zu: 
Kontrolle benutzt werden kann) eine sehr gleichmaéBige. Es mégen ein 
paar Beispiele zur Veranschaulichung angefiihrt werden. 





Nr. Induzierter Bezirk Benachbarter Kontrollbezirk 


Positiver Induktionseffekt: 
205 151 


is79 — 15% 1638 ~ ?% 

7 a salad a5 = 5% 
Nulleffekt (oder unbestrahite Bezirke einer Kultur): 

2 Lad = 20% = = 194% 


Die Induktionseffekte werden im folgenden in Prozenten angegeben. 
Also z. B. wird der erste Fall (15°, Induktion, 9°, Kontrolle) folgender- 
maBen dargestellt: 15-——-9 = 6. Der Induktionseffekt betrigt demnach 
6/9 = 66%. 

Den AnstoB zum Nachweis von Quellen ,,zweiter Art’ gaben uns 
Uberlegungen und Untersuchungen iiber das Verhalten des Corneal- 
epithels., Es hat sich gezeigt, daB dasselbe bei Siugern nicht nur im 
ProzeB der Wundheilung, sondern auch unter rein physiologischen Um- 
standen, d.h. stets mitosenreich ist. So findet man ganz regelmabig 
in der Conjunctiva corneae von Ratten etwa 1500 bis 2500 Mitosen!'. 
Wenn man die eigentiimlichen Verhaltnisse der Versorgung des Corneal. 
epithels mit Blut bzw. Nahrstoffen namentlich bei groBen Tieren er- 
wiigt, so steht man vor der Wahl, entweder mitogenetische Strahlen 
fiir dieses Objekt vollstaindig zu negieren, oder eine lokale Quelle der 
mitogenetischen Strahlung in die Cornea selbst zu verlegen. Die in der 
soeben angefiihrten Arbeit niedergelegten Erfahrungen veranlabten 
uns zur zweiten Annahme. Nicht nur, dab das Cornealepithel ein aus- 
gezeichneter Detektor fiir mitogenetische Fremdinduktion ist (es labt 
sich ein Ubergewicht von Mitosen unter Umstiinden von 300 bis 400° , 
erzielen!), sondern es hat sich gezeigt, daB Fetzen von frisch ab- 
geschabtem Cornealepithel unter bestimmten Umstanden zu induzieren 
vermégen. MaBgebend scheinen dabei die Stoffwechselverhaltnisse des 
Tieres im Augenblick der Entnahme des Cornealepithels zu sein, wobei 


1 Ausfiihrlicher in einer Arbeit von L. Gurwitsch und A. Anikin 
Uber Cornea als Detektor und Sender‘, die im Arch. f. Entwicklungs- 
mechanik erscheinen wird. 
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es sich ganz allgemein zeigen laBt, dab ungiinstige Ernahrungsverhaltnisse 
die Strahlung aus dem Epithel férdern, mitosenreiches Epithel normal 
genahrter Tiere dagegen in der Regel versagt. Besonders bezeichnend 
ist dabei das Verhalten bei der Ratte, wo unter sechs Versuchen mit 
normalen, mitosenreichen (etwa 2000 Mitosen in Kontrollauge) Epithel- 
fetzen nur einmal ein Induktionseffekt zur Beobachtung gelangte, 
dagegen bei Hungertieren, mit sehr sparlichen Mitosen, der Induktions- 
effekt in allen Fallen ein positiver war. Das Verhalten der Frosch- 
cornea war analog, wenn auch weniger regelmaBbig, wie auch die Mitosen- 
zahl hier eine auBerordentlich schwankende ist. 

Die mitogenetische Strahlung aus dem Cornealepithel kann keines- 
falls aus dem Blute stammen, was schon aus den Versuchsbedingungen 
hervorgeht,. Es mu8 sich aber auch um ,,mitogene Stoffe’* ganz anderer 
Art wie im Blute handeln, was aus folgenden Tatsachen geschlossen 
werden kann. 

1. Das Blut hochgradig ausgehungerter Ratten biiBt sein Strahlungs- 
vermégen ein (Herr A. Anikin), wahrend das Cornealepithel gerade 
zu dieser Zeit dasselbe erst erlangt. 


Tabelle I. 


Versuche von Herrn A. Anikin. 





Versuchs+ : ) 
phan Induktionseffekt In °, Art des Detektors 
; 
‘ 
Positiver Induktionseffekt mit lackfarbenem Blute der normal 
genihrten Ratte. 


16,8 % 


1 sal + 72 Hef 
9.7% . 
12,8 © 
2 — 0 +75 
7.3% 
70 
3 ae ° + 98 
,o 
4 19% + 36 


11% 
Nulleffekt bei Induktion mit lackfarbenem Blute von Huuger- 
ratten (5 bzw. 6 Tage Karenz). 

18% 
12% 
6,4°% 
7,4 % 
8.3% 

8% 


+8 Hefe 


76 
4 pn + 0,6 Zwiebel 
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2. Nur im Cornealepithel der Hungerratte erfolgt die mitogenetisch- 
Strahlung spontan, das Cornealepithel der Winterfrésche laBt sich zur 
Strahlung nur bei primirer Bestrahlung mit irgend einer mitogeneti- 
schen Strahlungsquelle bringen. Es handelt sich hier demnach um 
eine bisher noch nicht besprochene Erscheinung, die Sekunddrstrahluny 

Den Gegensatz zwischen Ratte und Frosch kénnen wir uns nur 
so denken, daB im Epithel der ersteren alle nétigen mitogenen Stoffe 
enthalten sind, beim Frosch dagegen eine der Komponenten fehl 
und durch ultraviolette Strahlung ersetzt werden muB. Es hat sich 
ferner gezeigt, dab 

3. das Blutserum durch ultraviolette Bestrahlung nicht aktiviert 
werden kann, da8 es nur bei Zusatz von Oxyhimoglobin mitogenetisch 
strahlt, was wiederum darauf hinweist, daB die in der Cornea (speziel! 
in der Froschcornea) enthaltenen mitogenen Stoffe mit denjenigen im 
Blute nicht tibereinstimmen. 


Tabelle II. 
Nulleffekte bei Induktion mit primar bestrahltem Blutserum. 





Versuchs: Induktionseffekt 


nummer in %o Art des Detektors 


- One 
ie 

+ 

© 
a 


+2 | Zwiebel 
+7 I Hefe 

Wir halten uns daher fiir berechtigt, bis auf weiteres die mitogenische 
Strahlung im und aus dem Cornealepithel als einen Vorgang sui generis 
zu betrachten und als ,,Strahlung zweiter Art‘ zu bezeichnen!. Dab sie 
uns sowohl als Primar- wie auch als Sekundarstrahlung entgegentritt. 
scheint ein Umstand mehr nebensiichlicher Art zu sein, der sich im 
weiteren einigermaBen kliiren wird. 

Es mége nun die Methodik der Erzeugung der Sekundarstrahlung 
kurz geschildert werden. 

Das Substrat, aus dem die Sekundarstrahlung durch Primiir- 
strahlung gewonnen werden soll, kommt, als Suspension in Ringer. 
in eine kleine Quarzkammer (aus kristallinischen Quarzplatten) oder 


IDO 
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1 Es sei dabei ausdriicklich hervorgehoben, da die Einteilung der 
Strahlungsquellen in zwei Gruppen rein provisorischer Art ist und da8B wir 
sehr wohl mit der Méglichkeit rechnen, daB8 eine Vereinheitlichung der- 
selben sich noch als méglich erweisen wird. 
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in eine von Herrn A. Sorin bereits geschilderte offene ,,Kapillar- 
kammer“. Letztere besteht aus einer Anzahl paralleler, sehr feiner 





Glasstiibe (Glasfiiden), die mit dem 
einen Ende in einen Paraffinblock ein- 
geschmolzen sind. Ein gréBerer Fliissig- 
keitstropfen (Emulsion aus einem Ge 
webebrei) halt sich in derselben kapillar 
und kann der Einwirkung ultravioletter 
Strahlen ausgesetzt werden. 

Als primaire Quellen der ultra- 
violetten Strahlung kommen _ sowohl 
biologische Objekte (Hefekulturen auf 
Agar) als Spektrallinien in Betracht. 
Bei den Versuchen ist besonders Ge- 
wicht auf die Vermeidung jeder Méglich- 
keit der direkten Beeinflussung des 
Detektors durch die Primarquelle zu 
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Abb. 1. 


Schema der Versuchsanordnung bei In- 
duktion unter gleichzeitiger Spektral- 
bestrahlung. 

A = Abschirmung der Agarblécke (De- 

tektor und Kontrolle) (Glasplatte). 
1 = Kapillarkammer. 


legen. Bei Anwendung der primiren 2 = Tropfen der Organemulsion. 
Spektralbestrahlung wurde folgende *~ + fees (2030 Ang. 
Anordnung benutzt. 4= Agarblock mit Hefekultur (dicker 

Das ultraviolette Spektrum wurde , o taut pty ian: 
mittels eines Quarzspektrographen mit Kontrolle. 
Aluminiumelektroden als Funkenquelle 
gewonnen'. Das photographische Negativ des Spektruras kommt 
nach seiner Fertigstellung an seinen urspriinglichen Ort in das 
Spektrograph und die in Betracht kommenden Spektrallinien (es 
wurde der Bereich der Linien 2030 Angstrém benutzt) mittels eines 
Horizontalmikroskops mit Okularmikrometer genau eingestellt. Es 
wird daraufhin das Negativ wieder entfernt und die Kapillar- (bzw. 
Quarz-) Kammer an den durch das Mikroskop fixierten Ort mittels 
eines Schraubenstativs eingesetzt. 

Der Spektralstreifen 2030 fallt etwa auf die Mitte des in der Kammer 
suspendierten Tropfens. In die Verlangerung der Achse der Kapillar- 
kammer wird der Detektor der etwaigen Sekundiarstrahlung aus dem 
primar bestrahlten Tropfen in etwa lem Entfernung aufgestellt. 
Eine Glaslamelle schiitzt den Detektor vor einer etwaigen direkten 
Beeinflussung seitens anderer Spektralstreifen. Auch die freien Enden 
der Glasfiden der Kapillarkammer kommen in den Schutzbereich der 
Glaslamelle?. 


1 Vgl. die Arbeit von Frank und Gurwitsch. 

2 Primarbestrahlung und Induktion dauern 5 Minuten, worauf die 
Blécke unter dem Schutze eines kleinen Glaszylinders in einen Thermo- 
stat bei 25° fiir 1 Stunde 45 Minuten kommen. 


-« 
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Bei dieser Versuchsanordnung ist eine direkte Streuung des Spektral!. 
lichtes durch die Glasstibe und den Emulsionstropfen unvermeidlich. 
demnach auch die Gefahr einer unmittelbaren primaren Beeinflussung 
des Detektors durch das Spektrum gegeben, zumal, wie Berechnungen 
von Herrn (@. Frank in unserem Laboratorium zeigten, die Intensitit 
der Spektralstreifen etwa 20000mal den Schwellenwert fiir die Detek. 
toren (Zwiebelwurzeln) iibertrifft. Es zeigt sich indessen, dab diese 
Fehlerquelle fiir uns belanglos ist. 

Denken wir uns zuniichst den Spektralstreifen (von 1 mm Breite) 
auf das Zentrum des Emulsionstropfens fokussiert und einen Teil der 
Strahlungsenergie von hier aus allseitig gestreut. Der Detektor (Zwiebel- 
wurzel) wird bei unserer Versuchsanordnung von einer Kugelwelle 
von 10mm Durchmesser, d.h. von 1200qmm Oberfliche getroffen. 
von der auf die Oberflache des Wurzelmeristems nur 2 qmm, d. h. '/,,, 
der Gesamtenergie der gestreuten Energie entfallen. Der Schwellenwert 
(7/29 009) diirfte demnach nur unter der Voraussetzung erreicht werden, 
daB etwa '/,, der Gesamtenergie des Spektralstreifens durch den Fliissig- 
keitstropfen gestreut werde, was ja sehr wenig wahrscheinlich erscheint ! 

Ein zweiter sehr wichtiger Einwand gegen die Méglichkeit der 
Vortaéuschung eines Sekundireffekts durch Streuung des primaren 
spektralen Lichtes ist in dem Umstande zu erblicken, da ein solcher 
nur mit einigen wenigen Organemulsionen und echten Lésungen, dann 
aber schon in konstanter Weise erzielt werden kann, die Mehrzahl der 
euf ihr sekundares Strahlungsvermégen gepriiften Organe, und zwar 
unter peinlichster Einhaltung derselben Versuchsbedingungen, versagen. 
DaB der Sekundareffekt fiir einige wenige Gewebsarten (bzw. Organe) 
spezifisch ist, laBt sich demnach in keiner Weise bezweifeln. Eine 
weitere Frage ist es dagegen, welcher Natur diese .,Strahlung zweiter 
Art’ ist, und ob sie sich, analog den Strahlungen ,,erster Art** (Mitotin- 
MitotaseprozeB bzw. die mitogenetische Strahlung aus dem Blute) 
als echte Chemoluminiszenz auffassen laBt/ Diese grundlegende Frage 
soll erst spater zur Erérterung kommen. 

Das eigentiimliche reziproke Verhaltnis zwischen Ernahrungs- 
zustand des Tieres und dem mitogenetischen Strahlungsvermégen 
seines Cornealepithels wird in der oben angefiihrten Arbeit durch die 
Annahme erlautert, daB die ,,strahlungserzeugenden chemischen 
Umsitze innerhalb des Epithels im Hungerzustande bedeutend ge- 
steigert werden und zumal den Epithelzellen selbst das Vermégen zur 
Zellteilung im Hungerzustande abgeht, die dabei frei werdende Energie 
von denselben nicht absorbiert, sondern frei nach auBen ,verstrahlt* wird.” 


1) Zumal wir nicht nur mit triiben Emulsionen, sondern, wie aus 
dem weiteren noch ersichtlich wird, auch mit echten klaren Lésungen 
den Sekundareffekt erhielten. 
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Das ,.Strahlungsvermégen zweiter Art’ trat uns mithin zum ersten 
Male als Folge eines pathologischen oder pathologisch gesteigerten 
Zerfallsstoffwechsels entgegen. Ob hier wirklich der vermutete Kausal- 
nexus vorliegt, lieB sich nun auf experimentellem Wege bis zu einem 
vewissen Grade entscheiden. 

Es konnte zunachst gezeigt werden, daB frisch bereitete Emulsionen 
und Schabsel aus verschiedenen anderen Organen und Geweben er- 
wachsener und embryonaler Organismen im Sinne der Strahlung 
_zweiter Art’ véllig versagen, und zwar sowohl primar als auch sekundar. 
d.h. bei gleichzeitiger Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen. Der 
Hungerzustand erwies sich dabei nicht als ein Stimulans, eher um- 
gekehrt, da, wie bereits oben erwaihnt, dem Blute der Hungerratte 
sein mitogenetisches Vermdégen relativ frih abgeht. 


Tabelle III. 
Nulleffekte bei Induktion mit gleichzeitiger primarer Spektralbestrahlung. 





Vv : ! 1 s 
Versuches — Art des Detektors 


A. Axolotlembryo (lcm Lange) Kérpergewebe ohne Kopf 
zu Brei verrichen. 


1 — 0,3 | 

2 0 Hefe 

3 -6 

: + i. Zw iebelwurzel 
B. Ratte. \ 

. — ; - Zwiebelwurzel 

8—10 Dinndarm + 3, —2,5, —7 Hefe 

11 Hoden —§ Zwiebelwurzel 
C. Frosch. 

12 Milz 0,3 Zwiebelwurzel 

13 Leber —> 7 | H fe 

14 Niere —6 — 


Wir gingen nun daran, Gewebe mit hochgradig abnormem Stoff- 
wechsel zu priifen, die aber gleichzeitig meist normalerweise mitosen- 
reich sind, da es uns ja darauf ankam, die Beziehungen zwischen mito- 
genetischer Strahlung bzw. Mitosen und Stoffwechsel zu kliren. Es 
war naheliegend, die entsprechenden Verhiltnisse zunichst an Carci- 
nomen zu priifen. Wir wurden in der Tat durch unsere Erwartungen 
nicht getiuscht. Transplantable Adenocarcinome der Maus, ein trans- 
plantables Carcinom der Ratte und ein sehr malignes Melanosarkom des 
Menschen! zeigten iibereinstimmend das erwartete mitogenetische In- 
duktionsvermégen (Tabelle IV). 


1 Wir verdanken dasselbe der Freundlichkeit von Herrn Dr. H. Koritzki. 
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Tabelle IV. 


Induktion mit frisch bereitetem Brei von Neoplasmen. 





Induktionseffekt | 


In Jo 


32 


18 


66 


50 


68 


90 


Art des Detektors 


A. Melanosarkom des Menschen. 





Zwiebelwurzel 


Hefe 


. Transplantiertes Rattencarcinom. 


Hefe 


C. Transplant. Adenocarcinom der Maus (aus 4 Transplant.). 


Vers.Nr. 
i 687 
514 
2 865 
732 
15° 
8 = 
3% 
B 
15% 
‘ 10% 
é 14% 
- 8,5 % 
13% 
6 adr 
7,5% 
o- 225 
; 137 
289 
. 27 
709 
9 603 
765 
14.5% 
11 
9,7 % 
12 15% 
~ 10% 
15,2 % 
13 ~ 
10,8 % 
15% 
14 10% 
1b 12.6% 
64% 
13% 
16 : m5 
6,5% 
13% 
i 8%, 
117% 
18 6.7% 
12.7% 
19 ° 
13,5 % 


64 


31 


17 


16 


50 


100 


100 


62 


78 


6 


(volistanaige 
Involution 
der Geschwulst) 


Zwiebelwurzel 


Hefe 
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Es wurden meist frisch bereitete Emulsionen des Carcinomgewebes 
benutzt, die in die Kapillarkammern kamen. Auch kleine Stiickchen von 
solchen erwiesen sich als Strahlungsquellen geeignet. Das Strahlungs- 
vermégen ist bei Carcinomen primdr, tritt mit anderen Worten ohne 
Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen auf. Von besonderem Interesse 
sind die offensichtlichen Beziehungen zwischen Virulenz der Neo- 
plasmen und ihrem Strahlungsvermégen. 


Die schnell angehenden Adenocarcinome unseres Mausestammes 
neigten zur Involution. Wir konnten ein paarmal bohnengroBe Ge- 
schwiilste subkutan abtasten, die sich im Verlauf von 8 bis 10 Tagen 
nach Implantation ausbildeten, und nach einigen weiteren Tagen 
bereits erweichten und zum Teil bindegewebig vernarbten. Die mikro- 
skopische Untersuchung, die natiirlich jedesmal vorgenommen wurde, 
ergab in allen Fallen erfolgreicher Induktion lebhafte Wucherungen 
des Carcinomgewebes mit zahlreichen Mitosen (und gleichzeitig auch 
mit Nekroseherden). In zwei Experimenten, wo der Induktionseffekt 
versagte, zeigte die nachtragliche Untersuchung, daf es sich um sehr 
weit fortgeschrittene Involution des Carcinoms und fast vollstandige 
Verdrangung desselben durch Granulationsgewebe handelte (Versuch 19). 


Es sei aber gleichzeitig hervorgehoben, da das sowohl klinisch 
sehr maligne als auch im Sinne der mitogenetischen Induktion virulente 
Melanosarkom sich al§ véllig mitosenfrei erwies. 

Durch die positiven Ergebnisse mit Carcinomgewebe war der 
weitere Weg vorgezeigt. Da die Eigenart des Carcinomstoffwechsels 
durch die Untersuchungen O. Warburgs klarliegt, lag es nahe, durch 
Anregung reichlicher Milchséurebildung durch Glykosespaltung auch 
in anderen Organen mitogenetische Strahlung ,,zweiter Art*‘ zu er- 
zeugen. Es kamen in dieser Hinsicht speziell diejenigen Organe in 
Betracht, die normalerweise mitosenreich sind und dennoch unter 
normalen Verhiltnissen, wie unsere vorangehenden Erfahrungen 
zeigten, kein Strahlungsvermégen besitzen. Diinndarmschleimhaut 
und Hoden kamen hier vor allem in Betracht. Dal Milchsiurebildung 
durch Blutstase angeregt wird, ist aus den Versuchen von Mendel 
(zitiert nach Warburg) bekannt. Es wurden bei Frosch und Ratte 
einzelne Bezirke der MesenterialgefaBe durch Kauterisation zur 
Obliteration gebracht. Dadurch wurde der venése Abflu} fast véllig 
sistiert, durch Arterienanastomosen aber eine Stase im betreffenden 
Darmbezirk erreicht. Nach etwa 12 Stunden (Frosch) war die be- 
treffende Schlinge stark édematés, dunkelrot, simtliche GefaBe stark 
erweitert. Bei der Ratte wurde mit 3 Stunden Stase gearbeitet, die 
Darmschlinge war ebenfalls 6dematis, zeigte aber bei mikroskopischen 
Untersuchungen keine gréberen Veranderungen. 
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Die Stase des Rattenhodens wurde durch Ligatur en masse ces 
Samenstranges erzielt und 8 bis 10 Stunden nach der Operation das 
deutlich édematise Gewebe benutzt. Von der Darmschleimhaut 
werden mit einem Skalpel Epithelfetzen abgeschabt und unter Ringer- 
zusatz zwischen zwei matten Glasern vorsichtig zerrieben. Von dem 
Hodengewebe werden kleine Stiickchen in ahnlicher Weise behandelt 
wobei Samenkanilchen meist zerquetscht werden. Von der triiben 
Emulsion werden sofort Tropfen in die Kapillarkammern gebracht 
und gleichzeitig die Induktion (auf Zwiebelwurzeln oder Hefekulturen) 
begonnen. Die eine Kammer wird dabei in der oben angegebenen Weise 
primar spektral bestrahlt, die zweite Kammer induziert ohne Be. 
strahlung. Die Ergebnisse waren eindeutig: deutlicher Induktions 
effekt sekunddr, volliges Versagen primdr. 

Obwohl diese Ergebnisse fiir die Richtigkeit der Grundvoraus- 
setzung sprechen, daB die Strahlung .,zweiter Art’ die Folge eines 
abnormen Stoffwechsels ist, und dab es sich wohl um Glykolyse handelt, 
blieb doch noch eine gewisse Unklarheit bestehen, die hauptsichlich 


Tabelle V. 


Sekundarstrahlung (Induktionseffekt) aus Emulsionen von Organen in Stase 
(Primarbestrahlung spektral). 





Versuchs. | 








cnnenee | Induktionseffekt In Jo | Art des Detektors 
Frosch (Diinndarm). 

1 | Spektral bestrahlt (5 Min.) 71 

2 |, Das gleiche Objekt, unbestr. — 8 

3 || Bestrahlt (5 Min.) 50 | Hefe 

4 Desgleichen 58 

5 > 80 

Ratte (Dinndarm). 
6 Bestrahlt (5 Min.) He 27 Zwiebel 
Ratte (Hoden*) 
732 
7 Bestrahlt (5 Min.) His 25 
F 1003 a ; 
8 | Desgleichen 857 17 Zwiebel 
| 980 
33 
° » 727 
Aus Hoden der Versuche 8 und 9, aber unbestrahlt. 
573 ; 

10 | 567 1,2 Zwiebel 


* Die Versuche am Rattenhoden wurden von Fri. Dokutschaewa und Fri. Sernowa durch+ 
gefuhrt. 
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in dem Umstande wurzelte, daB von den eben geschilderten Objekten 
nicht eine primare, sondern nur sekundare Strahlung erzielt werden 
konnte, obwohl in der Literatur ganz bestimmte Angaben iiber Milch- 
saurebildung in der Stase vorliegen'. Eine tiefere Einsicht in die Sach- 
lage wurde indessen durch weitere Versuche erméglicht. Es war ein 
viiicklicher Gedanke von Herrn G. Frank, Muskeln auf ihr mitogene- 
tisches Strahlungsvermégen zu priifen. Da hier der glykolytische 
ProzeB (Milchsiurebildung aus Glykogen) als feststehend angesehen 
werden muB (Meyerhof), war ein Erfolg, namentlich bei forcierter Milch- 
siurebildung (Muskeln im Tetanus) zu erwarten. Der Erfolg blieb in der 
Tat nicht aus: tetanisierte Froschmuskeln geben in konstanter Weise 
einen Induktionseffekt, ruhende dagegen nicht. Es lieB sich ein positiver 
Erfolg auch vom schlagenden Froschherz aus erzielen, schlieblich 
auch durch Summierung der Wirkung von etwa 100 Einzelzuckungen 
des Froschmuskels. 

Die Methodik der Versuche ist sehr einfach: Froschsartorii werden 
auf einem Stativ aufgehingt und isometrisch tetanisiert. Der Detektor 
(Hefekulturen oder Zwiebelwurzeln) werden in etwa 1 cm Entfernung 
von der Muskelvorderfliche aufgestellt. Um allen Einwanden gegen 
die Natur des induzierenden Faktors vorzubeugen, werden in mehreren 
Versuchen, wie auch in den Versuchen der anderen Kategorien, die 
Detektoren durch eine vorgesetzte, ziemlich groBe kristallinische Quarz- 
platte geschiitzt. 

DaB ein etwaiger Induktionseffekt hier primdr auftreten mub, 
war auf Grund unserer Erfahrungen mit Carcinomgewebe zu erwarten, 
traf auch in allen Fallen zu. Unsere Vermutung, da8 die Strahlung 
..zweiter Art’ auf Glykolyse beruhe, bewahrheitete sich demnach 
auch hier (Tabelle V1). 

Um so gréBeren Wert mubte der Ausgang der Versuche mit der 
Glykogenleber beanspruchen, die von Herrn 8S. Salkind durchgefihrt 
wurden. 

Da die Aufspaltung des Glykogens in einem frischen Brei einer 
glykogenhaltigen Leber im wesentlichen bei Glykosebildung Halt 
macht, nach Minami aber (diese Zeitschr. 142, 1923) auch Milch- 
siure in derselben gebildet wird, wire eine Primirstrahlung aus 
einem solchen unter giinstigen Umstinden nicht ausgeschlossen, eine 
Sekundarstrahlung bei gleichzeitiger Bestrahlung des Leberbreies aber 
unter allen Umstinden zu erwarten. Diese Voraussetzung hat sich 


1 Auch kénnen die Versuche keinen Anspruch auf Vollstandigkeit 
machen und mégen daher vorléufig nur als eine gewisse Orientierung in 
einer Frage gelten, deren erschépfende Behandlung einen ganz enormen 
Aufwand an Zeit und Material erfordert. 
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Tabelle VI. 
; = ' P ‘ l 
Induktionseffekte bei Muskelkonzentrationen. Versuche von G. Frank. 
Versuchs- Induktionseffekt In J Art des Detektors 


nummer 


A. Tetani des Froschmuskels (Sartorius). 
19 











1 - a) 
13,7 . 
16,6 
9 4 
» 11,4 = 
21,6 
3 i. 60 Hefekulturen 
13,5 
19,4 _ 
. 13,5 as 
. 17,1 
0 | | 12 41 
Durch Quarzlamelle a7 
6 | | ms 22 Zwiebelwurzel 
B. Froschherz (entblutet, schlagend). 
= 19,7 ~_ 
‘ 4 56 
16,1 ‘ 
8 Durch Quarzlamelle 101 50) > Hefekulturen 
. 11,6 : 
9 79 61 
C. Sartorius, Einzelzuckungen alle 2 Sek., Gesamtdauer 10 Min. 
{| () o/ 
10 2 rl % 42 Hefekulturen 
14% 
D. Sartorius, Ruhe. 
14,2 
? — 49 
11 14.8 4,2 
12;2 
12 Ruhe nach langer. Tetanus i24 —16 Hefekulturen 
18 || Ruhe (Muskel in situ) 10% -6 
CU a § 10.6 °,, 


in der Tat im vollen MaBe erfiillt'. Da® es sich bei dem positiven 
Induktionseffekt tatsichlich um Glykolyse handelt, kann gewisser- 
maBen zum Uberflu8 aus dem villigen Versagen der Hungerleber 
erschlossen werden. 


1 Das Versagen der Primarstrahlung kann darauf zuriickgefiihrt 
werden, daB8 wir, im Gegensatz zu Minami, unsere Versuche mit fein- 
zerriebenem Brei und bei Zimmertemperatur anstellten (Schnitte durch 
Gewebe um 37,5° bei Minami). 








tors 


p| 
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Tabelle VII. 
Induktionsversuche mit frischem Leberbrei (Glykogenleber). Versuche 
von S. Salkind. 
Versuchs: EVEL R In ° Art ao Detektors 
nummer 1 . 


A. Positiver Induktionseffekt bei primarer Spektralstrahlung 





(Sekundarstrahlung). 
20,4 % x 
. 14,04 °% aa 
2 9,2 % 110 Hef 
f 43% ” 
10,19 
3 ’ / oO 
4,09 % 118 
1076 
€ 
4 947 19 
5 es 22,5 Zwiebelwurzel 
4 | 1564 - 
6 | 1346 16,6 
B. Nulleffekt bei Induktion mit Glykogenleber ohne 
Primarbestrahlung. 
- 8,5 % —_ 6 ’ 
8,0% : 
Hefe y 
8 al —6 | 
10,4 % 


©. Nulleffekt bei primarer Bestrahlung des Leberbreies 
einer Hungerratte. 


°o 
9 eas +8 — Hefe 
1199 
0 5 Zwi 
1 1181 + 1,5 Zwiebelwurzel 


Als letztes Glied in der Beweiskette, daB die ,,Strahlung zweiter 
Art‘ auf Glykolyse beruht, kam naturgema8 die Priifung der Glykose 
selbst in Betracht. Es zeigte sich, daB unsere Grundvoraussetzung 
auch hier zutrifft. Glykoselésungen geben bei Primirbestrahlung 
einen deutlichen Induktionseffekt, wobei als primaire Quellen sowohl 
Spektralstreifen als biologische Objekte (Hefekulturen) in Betracht 
kommen (Tabelle VIII). Diese Sckundirstrahlung der Glykose 
gibt uns naturgemiB Veranlassung, alle bisher betrachteten Quellen 
,zweiter Art’ darauf zu priifen, ob es sich wirklich, ahnlich wie 
bei den Quellen ,,erster Art’ (Mitotin-Mitotase der Pflanzen und 
Blut bei Wirbeltieren), um echte Chemolumineszenz, d. h. einen spontan 
nicht reversiblen chemischen Umsatz mit Energieentbindung handelt ! 
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Tabelle VIII. 


Sekundarstrahlung der Glykose (etwa 10°%ige Lésung) wahrend und nach, 
Primarbestrahlung derselben. 





| Induktionseffekt Art der Ast des Detektets 


m % Primarquetle 





Versuchs- 
nummer | 





A. Sekundarstrahlung (Induktionseffekt) wahrend der 
Primarbestrahlung. 
65 | 


Hefe 





Spektrum 


: | 
39 Zwiebelwurzel 
50 \ Hefekultur Hefe 


CPAnNIOoof,wnwe 
2) 
—) 


B. Sekundarstrahlung (Iuduktionseffekt) durch Nachwirkung 
(nach 5 Min. Primarbestrahlung). 





1 50 

2 50 Funkenstrecke 

3 103 zwischen | 

4 40 Aluminium- |; Hefe 
5 60 | elektroden | 

6 80 

7 99 * Spektrum 


Die Erfahrungen an Muskeln lassen sich natiirlich nicht ohne weiteres 
extrapolieren, wenngleich sie natiirlich eine Prasumption zugunsten 
der zuletzt erwahnten Méglichkeit schaffen. Wir miissen aber nicht 
destoweniger zugeben, dab wir tiber die Vorgange bei der Sekundér- 
strahlung in den Organbreien aus den vorangehenden Tatsachen noch 
nichts Positives aussagen kénnen. Es kénnte sich ja in der Tat bei 
derselben sowohl um echte Chemolumineszenz in dem soeben formulierten 
Sinne, als auch um Phosphoreszenz oder gar um Fluoreszenz handeln. 
In der Alternative zwischen beiden letzten Eventualititen ist eine 
Entscheidung leicht zu treffen: ist eine nennenswerte Nachwirkung 
des Sekundareffektes nach der Primarbestrahlung nachweisbar, so 
fallt die Méglichkeit echter Fluoreszenz fort. 


Eine Nachwirkung des Induktionseffektes nach Ausschaltung der 
Primarbestrahlung lieB sich in der Tat bei Glykoselésungen mit voller 
Sicherheit nachweisen. Der Detektor (es werden hierzu meistens 
Hefekulturen benutzt) bleibt wahrend der Primarbestrahlung der 
Glykoselésung durch eine Glasglocke mit Stanniolbelag vor der Ein- 
wirkung der Sekundiarstrahlung geschiitzt und wird der Induktion 
erst unmittelbar nach Ausschaltung der das Spektrum erzeugenden 





~ 


nmi a a 





nac}, 
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Funkenstrecke ausgesetzt. Die Ergebnisse der betreffenden Versuche 
sind in Tabelle VIII zusammengestellt! 

Die Entscheidung zwischen Phosphoreszenz und Chemolumineszenz 
ist viel schwieriger, zumal beide Begriffe nicht scharf umgrenzt sind 
und sogar vielfach promiscue gebraucht werden. Dasjenige, worauf 
es hier einzig ankommt, ist die Frage, ob der Strahlung zweiter Art in 
allen Fallen ein spontan irreversibler, energieliefernder chemischer Um- 
satz zugrunde liegt, wie ein solcher ganz offensichtlich bei der Strahlung 
aus dem tetanisierten oder zuckenden Muskel vorliegt. Solange ein 
direkter chemischer Nachweis derartiger Umsiitze im Substrat der 
primaren Bestrahlung (z. B. in dem Emulsionstropfen aus der Darm- 
schleimhaut in Stase usw., aber auch in der Glykoselésung) noch aus- 
bleibt (und er diirfte wohl nicht so leicht zu erbringen sein), miissen 
wir uns auf indirekte Schliisse beschranken. Es kommt uns hier, ab- 
gesehen von den Analogieschliissen, die wir aus den Erfahrungen an 
der zuckenden Muskelfaser und dem Verhalten des Carcinoms schlieBen 
diirfen, ein etwaiger Nachweis der Erschépfung des Substrats durch 
protrahierte Primdrbestrahlung zu Hilfe. Es gelang uns hier, an ver- 
schiedenen Objekten Erfahrungen zu sammeln, die in diesem Sinne 
ausgelegt werden kénnen. Die Frage erscheint uns indessen noch nicht 
spruchreif und soll bei anderer Gelegenheit des niheren erértert werden. 


Wir haben es im vorhergehenden vermieden, auf die biologische 
Seite der hier erérterten Erscheinungen einzugehen, da es uns vor 
allem daran lag, den Beweis zu erbringen, daB die biologisch so wichtige 
glykolytische Spaltung als Nebeneffekt kurze ultraviolette (mitogene- 
tische) Strahlung erzeugt. Wir glauben indes annehmen zu diirfen. 
daB es sich um mehr als ein bloBes Kuriosum handelt, daB diesem 
Phainomen vielmehr eine hohe physiologische Bedeutung zukommt. 
An Zwiebelwurzeln konnte der Nachweis erbracht werden, dab die 
Wirkung einer streng lokalisierten Induktion (z. B. eines feinen, von 
einer Wurzelspitze ausgehenden Strahlenbiindels) tiber die Zone der 
unmittelbaren Einwirkung hinaus in der Langsachse der Wurzel fort- 
geleitet wird, und da diese Fortleitung des Reizes auf Sekundar- 
strahlung innerhalb bestimmter Zellen des betroffenen Gewebes beruht. 
Dieser Sekundarstrahlung kommt hier gewif eine hohe biologische 
Bedeutung zu, da die primaire Quelle relativ weit von der Wurzelspitze, 
innerhalb der sogenannten Streckungszone, zu suchen ist. 

Ahnlich kénnen wir uns aber auch die Verhiltnisse an Neoplasmen 
(namentlich an Carcinomen) ausmalen. Stellt man sich mit uns auf 


1 Es sei noch kurz erwahnt, daB auch konzentrierte Milchséure einen 
positiven sekundaren Effekt gibt. Doch scheint dabei jede Nachwirkung 
auszubleiben, es kann sich daher hier sehr wohl um Fluoreszenz handeln. 


Biochemische Zeitschrift Band 196. 18 
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den Standpunkt, daB als einzige primédre mitogenetische Quelle fi, 


den tierischen Organismus das Blut in Betracht kommt, so entstehe) 


jedenfalls groBe Schwierigkeiten in der Frage nach geniigender Ve; 


sorgung des Carcinomgewebes mit mitogenetischen Strahlen, da, wie 


allgemein hervorgehoben wird, das Carcinomgewebe sehr gefaBarm isi 


(was mdéglicherweise am schirfsten an transplantablen Tumoren der 


Maus und Ratte hervortritt, wo wir kleine Knétchen, die faktise)) 
gefaBlos sind, antreffen). Eine direkte Einwirkung des mitogenetische), 
Impulses vom Blute aus diirfte aber angesichts der Strahlung ,,zweite: 
Art‘, die bei Glykolyse entsteht, entbehrlich sein. Die auBerordentlic!, 
intensive Glykolyse der Carcinomzellen erméglicht demnach zwei 
gleichzeitige Effekte: sie liefert, wie Warburg iiberzeugend dartut 
einen bedeutenden Betrag der fiir das Wachstum der Geschwulst 
notigen Energie, und sie erzeugt auch, wie wir nachweisen konnten 
eine Strahlungsquelle ,,zweiter Art‘, die die Fortleitung des nétigen 
mitogenetischen I[mpulses besorgt. 

Das Phinomen der Strahlung ,,zweiter Art’, namentlich in der 
Form der Sekundirstrahlung, hat aber fiir uns noch eine andere Be- 
deutung, indem es uns einen Einblick in die Energetik der Zellteilung 
gewahrt. Unsere Erfahrungen an Zwiebelwurzeln gestatten uns, den 
von Warburg fiir das Carcinom abgeleiteten Satz von der Bedeutung 
der Glykolyse als energetische Quelle fiir das Wachstum in plausibler 
Weise zu verallgemeinern. 

Die ziemlich komplizierte Beweisfiihrung kann hier allerdings 
nur angedeutet werden. Die ausfiihrliche Diskussion wird in zwei 
weiteren demnichst zum Druck abgehenden Arbeiten erfolgen. 


Aus der quantitativen Behandlung von iiber 200 Induktions- 
versuchen an Zwiebelwurzeln lieBen sich folgende Sitze ableiten: 

1. Der Effekt der Induktion auf eine Zelle ist gleichbedeutend 
mit Veranlassung einer vorzcitigen Teilung derselben. Damit eine solche 
méglich sei, muB die betreffende Zelle einen bestimmten Reifegrad 
erreicht haben. Ist die Zelle noch nicht soweit und wird sie von der 
mitogenetischen (biologischen oder spektralen) Strahlung betroffen. 
so ist ihre Reaktion auf diesen Reiz dadurch gekennzeichnet, da® ihr 
Heranreifungsvorgang gewaltsam abgebrochen wird und sie fiir die 
nachste Zeit nicht mehr zur Mitose kommt. Protrahierte Induktion 
einer Wurzel fiihrt namlich zur relativen Erschépfung der induzierten 
Zone, zu einem Defizit der Mitosenzahl an derselben. 


2. Die kurz vorher erwahnte Fortleitung des mitogenetischen 
Impulses durch sekundare Strahlung in der Langsachse der Wurzel 
veranlaBt uns, gleichzeitig eine zahlenmaBig sehr beschrankte Kategorie 
von ,,Sekundarstrahlern* innerhalb der Wurzel zu suchen. 
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3. Einfache quantitative Beziehungen zwischen Intensitat des 
induktionseffektes und der mittleren Dauer des Heranreifungsturnus 
der Zellen einer bestimmten Wurzel veranlassen uns schlieBlich. den 
Heranreifungsvorgang’’ der Zellen zur Mitose im wesentlichen einer 
progressiven, stetigen Anreicherung eines bestimmten Stoffes innerhalb 
derselben gleichzusetzen. 

Indem wir diese drei Sitze verkniipfen, gelangen wir zu der 
folgenden u. E. plausiblen Auffassung der Zellreaktion auf die 
mitogenetische Induktion: 

Der unmittelbare Effekt der mitogenetischen Induktion ist die 
Aufspaltung eines in der Zelle aufgespeicherten energieliefernden 
Stoffes. Bei einer bestimmten Schwellenkonzentration desselben 
reicht die bei der Spaltung entbundene Energie zur Bestreitung der 
bei der Zellteilung aufzuwendenden Arbeit, die Zelle reagiert durch Mitose. 
Ist die Konzentration des betreffenden Stoffes in der Zelle unter- 
schwellig, so kommt es nicht zur Mitose, die entbundene Energie wird 
..verstrahlt*‘ (sogenannte Sekundirstrahlung). Da letztere auf Grund des 
Vorangehenden wohl einwandsfrei auf Glykolyse zuriickgefiihrt werden 
kann, kommen wir schlieblich zu der vorderhand hypothetischen Auf- 
stellung, daB der in den Zellen sich anreichernde, durch seine Aufspaltung 
fiir die Zellteilung energieliefernde Stoff ein Kohlehydrat ist. 
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Beitrag zur Technik und Theorie der Ultrafiltration. 


Von 
Alex Augsberger. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt Basel.) 
(Eingegangen am 23. Februar 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wenn es sich um die Praparation oder um die qualitative Analyse 
von Kolloiden handelt, ist die Ultrafiltration ein bequemes und sicheres 
Verfahren'. Bei der quantitativen Bestimmung teils echtgeléster, teils 
kolloider Stoffe, die den Biologen besonders interessiert, flieBen hin- 
gegen ,so reichliche Fehlerquellen, daB man die verschiedensten 
Resultate dadurch erhalten kann. Hier sind Apparatur und Methodi) 
durchaus entscheidend. 


1. Fehlerquellen. 


Von den wichtigen Fehlerquellen sind natiirlich allen Apparaten 
gemeinsam die sogenannten Membranfehler, auf die in meiner theoreti- 
schen Darstellung der Ultrafiltration (2) schon hingewiesen wurde: 
sie wirken dahin, da8 durch das in der Membran enthaltene Wasser 
das Ultrafiltrat, durch Adsorption von echtgelésten Stoffen an der 
Membran das Ultrafiltrat und in geringerem MaBe auch der Riickstand 
verdiinnt werden. 

Die mit Saugwirkung arbeitenden Apparate [z. B. Bechhold-Kénigs 
Tiegel (3), die Gerite von Giemsa (10), Zsigmondy (28), Risse (24)| 
weisen iiberdies simtlich einen Verdunstungsfehler auf, der im Ein- 
dampfen des Filtrats unter vermindertem Druck besteht und auch 
durch Einfiillen von Chloroformwasser in die Saugflasche nicht sicher 
vermieden wird. Da bisher die meisten Ultrafiltrationen unter Saug- 
wirkung gemacht wurden und auBer Lucke (13) meines Wissens niemand 


1 Zusammenfassende Darstellungen der Membranfiltration siehe bei 
Rheinboldt (23) und Overbeck (20). 
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diese Fehlerquelle ins Auge faBte, ist ihre Hervorhebung wichtig. Von 
dem téuschenden Zusammenspiel der Membranfehler und des Ver- 
dunstungsfehlers gibt der folgende Versuch ein deutliches Bild. 


Versuch 1. 


Gelatine-Ultrafiltration. 


Filter: Bechholdtiegel, 7°, Eisessigkollodium, gewiissert; Wasserstrahl- 
pumpe. In der Saugflasche Chloroformwasser. 
Filtrierendes Gemisch: 0,58°%ige chloridfreie Gelatinelésung -~ Zusatz von 
etwa m/4 NaCl. Nachfiillen des Tiegels waihrend der Ultrafiltration. 
Ultrafiltrat: Gelatine - 
gy gibt den Cl-Gehalt des Ultrafiltrats (mit Ag titriert), bezogen auf 
den des Gemisches = 100 (aus dem NaCl-Zusatz bekannt). 


Dine tes s ee he 138,2 %, 


Gomme. 2 st tt ce ct tt tC aKa 100,0 °,, 
| i. Ultvafiltrat,4coom ...... 8 , Cl= @6% | 
| 2. a Bae), ata 8 « ae wi ee ae 88,1 °% 
| 3. * bat een woop en os oe, Oe 
| 4. be teen an > Oa eee 
| 5. 9° | 





Anfangs ist hier m zu klein dank den Membranfehlern, spiter zu gro} 
dank dem Verdunstungsfehler; der wahre Wert fiir g lag nach anderen 
Versuchen (s. unten) bei 105%. 


Somit wiren die Membranfehler durch eine Absiittigung der 
Membran (s. unten), der Verdunstungsfehler aber durch Verwendung 
von Uberdruckapparaten auszuschalten. Da man im allgemeinen von 
den biologischen Fliissigkeiten nur tiber kleine Mengen verfiigt, ver- 
bietet sich meist der Gebrauch der bekannten Geriite von Bechhold (3), 
Zsigmond y (28), Brukner-Overbeck (5), Gans (9); vor allem werden, wie 
schon Giemsa bemerkt, ihre metallenen Verschraubungen leicht eine 
Quelle von Verunreinigungen (ein Messingapparat z. B. gab dauernd 
Kupfer an Serum ab). 


Es erscheint als das beste, die Giemsa-Tauchfilter mit einer Uber- 
druckvorrichtung zu verbinden; dabei bleibt man im Vorteil dieser 
Filterform, die weniger schnell durch sich absetzende Schichten von 
Emulsionskolloiden verstopft wird (Giemsa, |. c.). 


2. Ultrafiltrations-Apparat. 


Im folgenden beschreibe ich nun einen selbstherzustellenden 
Apparat zur .,quantitativen® Ultrafiltration (s. Abb.1). Als Filter 
dient die Giemsahiilse H (kleine Form mit langem Ansatz), welche 
am offenen Ende mit einem | cm langen, straffsitzenden Stiick Dichtungs- 
schlauch tiberzogen und in das Fiillrohr R gesteckt wird. Dieses ist 
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am besten ein dickwandiges Biirettenrohr von etwa 50 cm Lange und 
etwa 2cm Lumen, an der Einfilléffnung 2 zum Dariiberziehen eines 
zur Stickstoffbombe fiihrenden Vakuumschlauches verengt auf 0.5 em 
Durchmesser, unten mit umgebérdeltem Rande versehen. Die Filter 
hiilse muB sehr fest im Fiillrohr sitzen, sie wird iiberdies durch einen 
Bindfaden festgehalten, der ahnlich dem Verschlu8 der Arzneiflaschen 
vom Rande des Fiillrohrs tiber den des Dichtungsschlauches gelegt 
wird. Das Ultrafiltrat tropft durch den kleinen Trichter 7, der dem 
, Rand des Fiillrohres méglichst anliegen soll; der Trichter 
) \ steckt in einem durchlochten Uhrglas U, an das die Offnung 
des Reagenzglases(@ angepreBt wird, das in einem federnden 
Halter steckt. In den Vakuumschlauch vom Fiillrohr zur 
Bombe schaltet man einen dichten Glashahn. Noch besser 
ist der gleichzeitige Betrieb mehrerer solcher Apparate 
durch eine Bombe mit folgender Schaltung: Bombe — 20cm 
Druckschlauch—kammartiges glasernes Verteilungsrohr 
mit sechs Stutzen — sechs Vakuumschliuche von 5 cm 
Lange—sechs Glashihne—sechs Vakuumschlauche von 
40cm Linge, zu den Fiillrohren fiihrend; diese hingen 
in Stativklammern. Samtliche Schlauchenden werden 
mit Draht befestigt, auBer der Verbindung mit dem Fiill- 
rohr. Stickstoffdruck von 0,5 bis 2 Atm. (nicht CO,!) 
Einfiillen des Gemisches durch Offnung E des Fiillrohres 
nach Einsetzen des Filters. 
Abb. 1. Die Apparatur hat auBer ihrer Billigkeit folgende 
~~ Vorziige: keine Metallteile; keine Verschraubungen; leichte 
Reinigung; kein Verdunstungsfehler (er betrug in einem 
Versuch wihrend 36 Stunden weniger als 2 pro Mille); jeder Tropfen 
Ultrafiltrat kann einzeln entnommen werden; die Menge Ultrafiltrat 
14Bt sich genau am Fiillrohr ablesen und dadurch der fiir Bestimmungen 
im Riickstand nétige Filtrationsgrad messen; die Menge des Gemisches 
1aBt sich noch auf wenige Kubikzentimeter herabsetzen, indem man 
ins Fiillrohr etwas Quecksilber gibt; mit einer Bombe kénnen ohne 
besondere Aufsicht gleichzeitig mehrere Ultrafiltrationen betrieben 
werden, und zwar unabhingig voneinander; der Stickstoffverbrauch 
ist sehr gering. 

Die Herstellung der Membranen erfolgt nach Giemsa (10). Gegen 
Serum waren solche Filter aus 6°,igem Eisessigkolloidum fast immer 
dicht, 5°, ige oft undicht ; gegen diinne Gelatinelésungen (0,2 bis 0,8°,) 
waren schon 5%ige Filter meist dicht. Das Ultrafiltrat muB jeweils 
auf Kolloidfreiheit gepriift werden, zumal die anfangs undichten Filter 
spater oft dicht werden. GleichmaBigere Membranen ergeben die Ver- 
fahren von Lundsgaard und Holbell (14), Risse (24) und Bjerrum (4); 
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ihre Ubertragung auf Tauchfilter wire zu wiinschen. In dem von 
litken (1) verwendeten Cellophan hitte man zwar eine fertige Membran 
zur Verfiigung, doch ist sie so dicht (0,5 cem Filtrat in 2 Stunden bei 
i Atm. Druck), daB sie ahnilich den von Michaelis und seinen 
Schiilern (17) (18) untersuchten dichten Membranen nicht mehr alle 
lonen glatt durchlassen diirfte. Die von Mannig (15) elektrolytisch 
hergestellten Nickelmembranen variabler Porenweite versprechen einen 
groBen Fortschritt; doch ist tiber ihre Bewahrung noch nichts bekannt 
veworden. 


Wegen der schon genannten Membranfehler muB erst die Ab- 
siittigung der Membran erreicht werden. Filtriert man dieserhalb gleich 
von dem Gemisch (Serum) hindurch, so verbraucht man unnétig viel 
und verstopft die Membran schon mit der Sattigungslisung, sodab 
der eigentliche Versuch nur langsam filtriert. Es hat sich als das beste 
erwiesen, zuerst ein kiinstliches, kolloidfreies Gemisch hindurch- 
zuschicken, das dem erwarteten Ultrafiltrat méglichst ahnlich ist, bei 
Serum etwa eine Ringerlésung. Sind davon gegen 10 ccm passiert, so 
gieBt man den Riickstand aus, spilt Fiillrohr und Membran mit einigen 
Kubikzentimetern des Gemisches ab und fiillt dieses ein. Man erhilt 
so schon nach wenigen zu verwerfenden Kubikzentimetern ein Ultra- 
filtrat von konstantem Gehalt, das mit allen echt gelésten Stoffen des 
Gemisches im Gleichgewicht steht!. 


3. Versuche iiber Filtratkonstanz. 


Vor kurzem wurde von Netter (19) ausgefiihrt, daB ..die Menge 
Ultrafiltrat klein sein muB gegeniiber dem Serum, weil sonst durch 
Eindickung des Serums dessen Gehalt an disperser Phase wihrend 
der Ultrafiltration wachst und man so auch eine dauernd an diffusiblen 
Stoffen konzentrierter werdende Zwischenfliissigkeit abpreBbt (Neu- 
hausen und Pincus*)*. Diese Verneinung der Filtratkonstanz ist 
physikalisch-chemisch nicht haltbar; sie findet in den Zahlen der 
Arbeit Neuhausen-Pincus keine Stiitze. noch entspricht sie den 


1 Die von Alinke (11) gefundene, am Eiweif} adsorbierte Calciun- 
verbindung zeigt deutlich, wie nétig bei der Kompensationsdialyse die 
Kompensierung jeder einzelnen Molekiil- und Ionenart in der AuBenfliissig- 
keit ware, damit kein Ionenaustausch innerhalb des Serums eintritt. Véllige 
Kompensierung ist fast unméglich ; meines Wissens hat sie nur Mestrezat (16) 
durch den Kunstgriff steter Erneuerung des Serums erreicht. Infolge der 
automatischen Erfiillung dieser Forderung ist die Ultrafiltration der Kom- 
pensationsdialyse iiberlegen; daher ist auch Updegraff, Greenberg und 
Clarks (22) Kreuzung der beiden Methoden (naémlich Ultrafiltration gegen 
eine AuBenfliissigkeit) kaum eine Verbesserung der Ultrafiltration. 

2? Journ. of biol. Chem. 57, 99, 1923. 
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SchluBfolgerungen dieser Autoren. Da die Entstehung eines Ultra 
filtrats von konstanter Zusammensetzung grundlegend fiir die prak 
tische Brauchbarkeit wie fiir die Theorie der Ultrafiltration zu quanti 
tativen Zwecken ist, gebe ich einige Versuche (Marz/April 192 


wieder, welche dies beweisen. Benutzt wurde der oben beschrieben« 


Apparat unter | Atm. N-Druck; die px der verwendeten Lésungen 
lag zwischen 5 und 7. 
Versuch 2. 


Gelatine-Ultrafiltration. Sattigung mit 10 cem m/12 NaCl. 
Gemisch: 019% ige Gelatine (Cl-frei), m/12 NaCl; 15 ccm eingefiillt. 
Ultrafiltrat: 





Verbrauch n/100 Ag 


Tropfenzahl pro 20 Tropfen 

com 

20 9.80 

20 11,10 
20 ~ 

10 11,70 
Pause os 

10 11,66 

10 11,70 


Riickstand: 7,4cem mit 0,38°), Gelatine. Filtrationsgrad = 50°). 


. 
Das Filtrat ‘ist also vom vierten Kubikzentimeter an konstant. 
wahrend im Riickstand der Kolloidgehalt auf das Doppelte ansteigt 


Versuch 3. 
Serum-Ultrafiltration. Filter: 6°, Kollodium. 
Sdttigung: 8cem NaCl-Lésung. 
Gemisch: Dialysiertes Serum mit 4,3°, EiweiB (sein Ultrafiltrat enthalt 
noch 1 mg-% Cl) + NaCl-Zusatz. Eingefiillt 28 cem. 
Ultrafiltrat: Eiwei8B —. . 





Ultrafiltrat Verbrauchte ccm n/100 Ag pro 0,5 ccm Ultrafiltrat 
1. Ultrafiltrat, 2,7 eem 3,33 3,33 Mittel: 3,33 
2. - 19 , 3.31 3.32 331 
3. . 10,6 , 3,30 3,30 3,31 3,30 
4. : i « 3,30 3,29 3,29 3,29 
5. ‘. 82 , 3,30 3,29 3,31 3.30 


Riickstand: 7,2ccm. Filtrationsgrad 74°,. 


Der Cl-Gehalt im Filtrat ist vom fiinften Kubikzentimeter ab 
konstant, waihrend im Riickstand der Kolloidgehalt auf fast das Vier- 
fache ansteigt. 
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Versuch 4. 
Serum-Ultrafiltration. Filter: 6°, Kollodium. 
Sdttigung: NaCl-Lésung mit 558,5 mg-°,, Cl. 
Gemisch: Serum wie Versuch 3 + etwa m/5 NaCl-Zusatz. Fingefiillt 38cem. 


Ultrafiltrat: BiweiB - 


Ultrafiltrat. . . . . . verbrauchte com n/100 Ag 6,12 


1. 
—_ a ; , nO, 6,21 
£ . Big el as ‘ . nl00., 6,20 
ieee De ae Gs ‘ , n/l00, 6,20 
5. - ie oe a " » n/100, 6,21 
i ak Sire ack ; ~ n/l00, 621 


| 


Riickstand: 14cem. Filtrationsgrad 63°,. 


Cl-Gehalt des Gemisches: 559,5 mg-% 
‘ » Ultrafiltrats: 591.6 , daher ¢ 105,7 % | 


Der Cl-Gehalt des Filtrats ist vom vierten Kubikzentimeter ab 
konstant, wahrend der Kolloidgehalt im Riickstand auf das 2,7 fache 
ansteigt. 

Sdmtliche Versuche zeigen auBer dem raschen Eintreten der Membran- 
stittigung eine vollige Konstanz des Filtrats an Cl. Die theoretisch zu 
erwartende Donnanwirkung bei relativer Zunahme des Kolloids im 
Riickstand liegt so nahe dem isoelektrischen Punkt noch innerhalb 
der engen analytischen Fehlergrenzen. 


DaB man die kolloide Bindung eines Elektrolyten unter Umstanden 
viel leichter im Riickstand nachweisen kann als im Ultrafiltrat, ist noch 
nicht geniigend bekannt. Deutlich zeigen dies Versuch 5 und 6. 


Versuch 5. 


Serum-Ultrafiltration. Filter: 6°, Kollodium. 


Sdttigung: CaCl,-Lésung mit 18,5 mg-°, Ca. 
Gemisch: Dialysiertes Serum wie Versuch 3 mit 4,3°, Eiweiigehalt Zu- 
satz von CaCl,-Lésung in Héhe von 18,5 mg-°, Ca. 
Der Riickstand wurde entnommen, nachdem 45°, des Gemisches 
ultrafiltriert, sein EiweiBgehalt also fast auf das Doppelte gestiegen war. 


Gemisch. .... . . 33,1 mg-°®, Ca 100°, 
Cees lw ww ew SRA Ca 67° 


Rickstand......4,4 ., G= 137%! 
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Versuch 6. 
Serum-Ultrafiltration. Filter: 6°, Kollodium. 
Sdttiqung: CaCl,-Lésung von 30 mg-°), Ca. 


Gemisch: Dialysiertes Serum wie Versuch 3 mit 4.2°, EiweiS + Zusaiz 


von CaCl,-Lésung in Héhe von 30 mg-°, Ca. 
Der Riickstand wurde entnommen, nachdem 80°, des Gemis 
ultrafiltriert, sein Eiwei®gehalt also auf das Fiinffache gebracht war. 


| Gemisch . ...... G2Bmg-% Coa = 100% 
Dieetiiteest...... 348 .,, Ca 83% 


Riicketend...... 868 ,, Ca = 210%! 


In beiden Versuchen wurde also durch Anreicherung des Riick 
standes an EiweiB dieser auch an Ca auf das 1.4- bzw. 2.1 fache an 
gereichert. 

4. Versuche iiber Filtrationsgeschwindigkeit. 

Bei der Ultrafiltration mit dem beschriebenen Apparat erhielten 
wir (durch einfaches Ablesen des Standes im Fiillrohr) eine Anzahl Daten 
iiber Ultrafiltrationsgeschwindigkeit (= FG.). Bekanntlich fiihrte die 
Untersuchung der FG. echter Lésungen Duclaux und Frrera (8) zu 
dem Ergebnis, da die Ultrafiltermembran sich wie ein Sieb verhiilt 
Brukner und Uhlenbruk (6) fanden bei ihrer Studie iiber die FG. von 
Wasser und Serum unter Drucken bis zu 60 Atm. folgendes!: Die 
Zsigrondyfilter verdichten sich unter Druck jeweils bis zu einem 
gewissen Punkt, so dab die FG. reinen Wassers anfangs abnimmt, dann 
aber auf einem fiir jeden Druck verschieden hohen Wert konstant 
wird (sogen. Altern der Filter). Bei Serum hingegen sinkt unter kon- 
stantem Druck die FG. dauernd ab und wird schlieBlich Null; hierfiir 
ist Verstopfung der Poren durch EiweiB und Schichtbildung verant- 
wortlich zu machen. Nach einer neuveren Mitteilung von Simon und 
Neth (30) ist indes nicht einmal die FG. von Wasser durch Ton-, Quarz- 
und Membranfilter konstant, sondern sie nimmt auch bei reinstem 
destilliertem Wasser dauernd ab; sie bleibt konstant, wenn man frisch 
filtriertes Wasser nochmals durchschickt; sie sinkt, wenn man dieses 
Wasser vorher 24 Stunden stehen laBt oder es aufkocht; die Autoren 
vermuten Polarisation und Potentialdifferenzen von Membran und 
Fliissigkeit als Ursache dieser Erscheinungen. 

Unsere wenig genauen ersten Versuche (1926, Nr. X 0 bis X 15) 
und die sehr genauen Kontrollversuche? (1928, Nr. 297 bis 304) (Ab- 


1 Entsprechende Beobachtungen an Filtersteinen bei gréberen Suspen- 
sionen machte Schaum (27). Risses (24) Versuche an eiweiBdurchlassigen 
Membranen sind damit nicht vergleichbar. 

* Herrn Prof. H. Reichel-Wien sei auch an dieser Stelle herzlich dafiir 
gedankt, da er die Durchfiihrung der Kontrollversuche in seinem Institut 
ermdglichte. 
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lesung der Filtratmengen auf '/,,ccm genau, Stoppuhr, Hg-Mano- 
meter) lassen nun den EinfluB des Druckes und der Wasserfiltration 
auf die FG. von dem der Kolloidfiltration trennen. Die Versuche 
ergaben folgendes: 

Bei den verwendeten kolloiden Lésungen (0,2-, 0,3-, 0,5-, 0.7 °,ige 
Gelatinelisung mit NaCl-Zusatz bis m/5; Serum von 4,2°,, Eiweib- 
vehalt; rohe Kuhmilch) war mit sehr guter Annaherung die FG. um- 
vekehrt proportional der durchgelaufenen Filtratmenge; es gilt, wenn 
( = Zeit seit Beginn der Ultrafiltration, / = Filtratmenge seit Beginn, 
also df/dt die FG. v im Zeitpunkt ¢ ist: 

jv = 2k, f+ &,. (1) 

Durch Integration erhalt man die Filtrat-Zeitformel: 


t= kP + kof. (2) 


Abb. 2 zeigt als Beispiel den Versuch Nr. X 8: Filter 7°., Kollodium, 
| Atm. N-Druck, filtriert wurde 0,58°,ige Gelatine, bis 56°, tiber- 
gegangen waren, der Riickstand also auf mehr als das Doppelte an 
Gelatine angereichert war. Die Kreise geben die beobachteten 
Filtratmengen (cem) und Zeiten (Min.); daraus wurden (mit kleinsten 
Quadraten) die Konstanten der ausgezogenen Parabel ¢t = 3.897 
~ 9.57 | ermittelt. 











t-§asrerg 57 








0 20 1 BO W020 0 BOW 220 OO RO HO20  BOrr 
—— t 
Abb. 2. 
Versuch Nr. X8. 058°), Gelatine, 


Kurve 304e in Abb. 3 zeigt einen Versuch mit 0,2 °,iger Gelatine: 
Filter 6°, Kollodium, N-Druck 66cm Hg; filtriert wurde, bis 6.7%, 
iibergingen; die beobachteten Werte / und ¢ (Kreise) fallen mit der 
ausgezogenen Kurve ¢ = 0,878 * — 5,0 / zusammen. 

Bei konstanter FG. wird die Filtrat-Zeitkurve eine Gerade, und 
es ist in obigen Gleichungen k, unendlich klein gegen k,; bei starkem 
Absinken der FG. kriimmt sich die Filtrat-Zeitkurve stark nach der 
t-Achse, k, und k, werden von gleicher GréBenordnung. 

Das Verhalten reinen Wassers erliutern Abb.3 und 4: Ver- 
suche 304a bis f; Filter 6°,, Kolloidum (das Absinken der Wassersaule 
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iiber dem Filter wurde durch entsprechendes Steigern des N-Druck«s 
ausgeglichen) ; durchfiltriert wurden der Reihe nach 90 ccm destilliert«s 
Wasser (= Kurve 304a), 35 ccm frisch ultrafiltriertes Wasser (— 304} 
37 ccm destilliertes Wasser (= 304c, Kurve fast gleich 304b), 50 com 
destilliertes Wasser (= 304d), 10ccem 0,2°,ige Gelatine (— 3046 

dann nach mehrfachem Ausspiilen des Rohres samt Filter 8 com 
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Abb. 3. Versuch 34d bis f. 
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Abb. 4. 
Versuch 34a: H,O ; ¢ = 0,0026 7° + 06757 
- 304b: H, O-Ultrafiltrat ; ¢ = 0,0030 72 + 0,907 
. 304d: H,O t = 0,0015/2 + 1,007 
o w4t: H2 Oo t 18,25 / 


destilliertes Wasser (= 304f). Wie man sieht, sind bei Wasser die 
Filtrat-Zeitkurven fast geradlinig; beim Filtrieren groBer Mengen 
wird die Kriimmung eben deutlich, und die Werte gehorchen gleich- 
falls der Formel ¢ = k, f? +- kf, wobei aber k, fast Null wird gegen &,. 
Da das Filter bei dem geringen Druck nur wenig dichter werden diirfte. 
auch der Endpunkt bei Versuch 304e schon erreicht sein diirfte (Brukner- 
Uhlenbruk fanden beim Sprung von | auf 5 Atm. Druck anfangs eine 
FG. von 0,15, die nach 300 Minuten auf den konstanten Wert 0,09 
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Tabelle I. 
’ Filter : 
pe | Gemisch lo Seah 5 See . k, hy 
Kollo» — _ 1 2 ke 
Nr. | dium cmHg_~ ccm _ in Min. : 
X12 |Serum,4,2%EiweiS 6 76 | 25 20h | 1,71 30,3 0,056 
xa); . 43% «CL 6 676 5 8h 111 224 0,050 
X15 , 48% ., | 6 |! & 1,77 25,3 0,070 
X 9a H,O 6* | 76 50 1,55  0,0072 12 0,006 
X 9b Kuhmilech, roh 76 4 7> 17,0 30,0 0,57 
X3 Gelatine 0,74 % 5 76 35 = 90> 3,96 8,28 0,48 
x3 ” 0,74 % 5 76 25 85h 3,51 6,36 0,55 
X8 »  0,58% 7 76 8 6b | 3.89 9.57 | 041 
X5 . 0,29 % 5 76 30 = 20b 1,11 240 | 0,46 
X0 » 0,19% 5 76 5 = 0,7 0,84 462 (0,18 
x7 | , 019% 5 7 10 | 2 (0,90 | 3,30 | 0,27 
297 H,0O | 6* 57 J 43 - # 0,005 1,40 | 0,0036 
301a H,0O 7* 57 37 60° 0,010 1,28 0,0078 
b H,0-Ultrafiltrat | a) 25 60’ 0,015 2,09 0,0072 
ce | Gelatine 05% | 85 4 60° | 15 10,00 0,15 
304 | H,0 | 6* 54 § 90 | 80° | 0,0026 0,675 0,0039 
b) H,O-Ultrafiltrat | 56 35 | 35’ | :0,0080 0,90  0,0083 
¢ || H,0O 55 37 40°  0,0030 0,97 | 0,0031 
d | ‘ 57 50 50’ «00015. 1,00 = 0,0015 
e Gelatine 0,2 % 66 10 | 140’ | 0,878 — 5,00 | 0,18 
f || H,0 66 8 140° | 0,0000 18,25 0,000 


* Neues Filter frisch unter Druck gesetzt. 


absank), und da die Kriimmung nicht stark nachlaBt, wird man in 
diesen Versuchen eine Bestatigung derer von Simon und Neth sehen 
kénnen. 

Eine Zusammenstellung unserer Versuche gibt Tabelle I. Spalte 9 
enthiilt den Quotienten k,/k, als Ma der Filterverstopfung. Wie 
man sieht, bleibt k,/k, auch bei frischen Filtern fiir Wasser unter 0,008, 
wahrend es schon fiir 0,2°, Gelatine bei 0,15 liegt und fiir 0.74%, 
Gelatine auf 0.5 steigt; bei Kuhmilch ist die Verstopfung mit 0,57 
ebenso groB. bei zweifach verdiinntem Serum mit 0,05 bis 0,07 wesentlich 
kleiner. 

Auf das Wesen der Filterverstopfung wirft Versuch 304 (Abb. 3) 
einiges Licht: die FG. fiir Wasser betrug im Versuch 304d 1 cem/min; 
sie war beim gleichen Filter und Druck ganz im Beginn der Gelatine- 
filtration (304e), also ehe die Membran verstopft sein konnte, nur 
'/;ecm/min, gegen Ende '/,,ccm/min; nach Ausspiilen und Ersatz 
der Gelatine durch Wasser war die FG. !/,, cem/min (304f); die Wasser- 
filtration lief also etwa mit der Geschwindigkeit weiter, die zuletzt bei 
der Gelatine bestand. Man muB daraus schlieBen, dab entscheidend 
fiir das Absinken der FG. bei Kolloidfiltration die Verstopfung der 
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Membranporen durch Kolloidteilchen ist. Im starken Unterschic:| 
zwischen der Wasser-FG. und ihrem Anfangswert bei Gelatine diirft. 
die zur Entquellung nétige Arbeit sich ausdriicken. 

Der Vergleich der Konstanten von Versuche 30la, b und you 
304a, b, c, d endlich 14Bt keinen Unterschied zwischen destillierte: 
Wasser und einem schon einmal ultrafiltrierten Wasser erkenne) 
bei beiden nimmt die FG. in gleich geringem Mae ab (Tabelle | 
miglicherweise verhalt sich die Kollodiummembran hier anders a\. 
die Ton- und Quarzfilter. Doch weisen auch diese Versuche, ebens: 
wie die qualitative Gleichheit der Kolloid- und der Wasserkurven 
auf die Filterpore als den Sitz der Verinderungen hin. Zur Aufklirung 
der Erscheinungen wird es weiterer Untersuchungen, vor allem unte: 
Verwendung der in Porenzahl und -weite reproduzierbaren Membrane: 
Bierrums (4) bediirfen. 

Doch ist die Tatsache festzuhalten, da8 sich bei der Ultrafiltration 
kolloider Lésungen die filtrierende Membran verstopft; sie muB also 
nach einiger Zeit funktionsunfihig werden. Wieweit sich aus diesem 
Befunde SchluBfolgerungen fiir den Organismus ziehen lassen, ist des 
wegen nicht ganz leicht zu sagen, weil ja die Frage, ob und inwieweit 
eine reine Filtration innerhalb des Organismus stattfindet, durchaus 
noch nicht geklirt ist. Wiahrend einerseits z.B. Th. Leber fiir den 
Fliissigkeitswechsel in der vorderen Augenkammer einen Filtrations. 
vorgang angenommen hat, dem ja auch neuerdings Seidels Auffassung 
der Fliissigkeitsabfuhr im Schlemmschen Kanal entspricht, gibt es 
andererseits genug Forscher, welche nicht von einer Filtration, sondern 
von einer Diffusion im Organismus sprechen, und in einer ganzen 
Reihe von Lehrbiichern der physikalischen Biochemie ist von der 
Filtration tiberhaupt nicht die Rede. Doch méchten wir unserem 
Befund auch eine biologische Bedeutung zumessen, da ja die physika- 
lischen Prozesse im Organismus sicherlich unter Druck verlaufen und 
auch bei den Diffusionsprozessen die Weite der Poren der Membran 
eine Rolle spielt. Hierfiir sprechen auch die Untersuchungen von 
Collander, der die Annahme von M. Traube bestitigen konnte, daB die 
Semipermeabilitat zum Teil durch Form und GréBe der Poren bedingt 
ist. Auch machen die Versuche von A. Krogh und seinen Schiilern. 
in denen hydrostatischer und kolloidosmotischer Druck nebeneinander 
bestimmt wurde, immerhin das Bestehen eines echten Filtrations- 
druckes sehr wahrscheinlich. 

Nun hat bekanntlich Krogh (12) fiir die Kapillaren und Wearn, 
Richards und Schmidt (26) fiir die Nierenglomeruli gezeigt, daB sie bald 
blutgefiillt und bald leer sind, also zwischen Ruhe und Titigkeit ab- 
wechseln, und man hat allgemein in einem sehr naheliegenden teleo- 
logischen Gedankengang als den maBgebenden Faktor dafiir, ob die 
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Kapillaren offen oder geschlossen sind, das lokale Bediirfnis der von 
iinen versorgten Gewebe angesehen. Da® das ein sehr wichtiger Faktor 
ist, soll nicht bezweifelt werden, aber es diirfte nicht der allein mab- 
gebende sein. In dieser Beziehung sind die Verhiltnisse an den 
Lungenkapillaren interessant: bei ihnen zeigt sich, daB die Zahl der 
sichtbaren Kapillaren vom Kohlensiure- und Sauerstoffgehalt der 
Atemluft unabhangig ist, obgleich eine Verlegung der Kapillaren bei 
den Lungen schnell zu schweren Atemstérungen fiihrt. Im Sinne 
unserer Versuche ist das ohne weiteres verstandlich: durch die Kapillare 
der Alveolen gehen Sauerstoff und Kohlensiure hindurch, die natiirlich 
keine Verstopfung der Poren bewirken kénnen. Dort aber, wo, sei 
es durch Diffusion, sei es durch Filtration von Kolloiden, eine Ver- 
stopfung der Poren statthatt, muB eine Restitution dieser Poren un- 
bedingt vor sich gehen, damit sie funktionstiichtig bleiben. Uber die 
Art, wie diese Restitution zustande kommt, kénnen wir natiirlich 
vorlaufig noch nichts sagen. Sie kann so erfolgen, wie wir sie uns 
iiberhaupt im Organismus vorstellen miissen: bei den rythmisch tatigen 
Organen wihrend der Refraktérperiode. DaB sie tiberhaupt zustande 
kommt bzw. im Haushaltsplan des Organismus liegt, dafiir scheint 
ferner die erwihnte merkwiirdige Tatsache zu sprechen, daB jene Ge- 
bilde, die wir als filtrierende Membran ansehen |[Cushny (7) Krause (31); 
vgl. dagegen Piitter (21)|. — ich meine die Glomeruli (und Kapillaren) 

in so groBer Menge jeweils vorhanden sind, da8 immer nur ein Teil 
von ihnen durchblutet wird, d.h. zur Filtration dient, daB also die 
Zahl der jeweilig erregten Elemente funktionell wechselt. Die Wieder- 
herstellung der sich verstopfenden Membran ist hiernach als eine ,,vitale’’ 
Leistung aufzufassen, die anderen derartigen Leistungen des Organismus 
an die Seite gestellt werden kann. Man kommt so dazu, auch bei den 
rein physikalischen Ultrafiltrationsvorgingen eine spezifische Leistung 
der sogenannten vitalen Tatigkeit des Organismus als mitbeteiligt 
anzusehen. 

Zusammenfassung. 

1. Bei der Ultrafiltration zu quantitativen Zwecken wird das 
Resultat durch Membranfehler und Verdunstungsfehler entstellt; ihr 
EinfluB und ihre Beseitigung wird gezeigt. 

2. Es wird ein selbstherzustellender Ultrafiltrationsapparat mit 
CUberdruck zu diesem Zwecke angegeben. 

3. Fiir die Theorie und fiir die praktische Brauchbarkeit der 
Ultrafiltration zu quantitativen Zwecken ist grundlegend die Entstehung 
eines Filtrats von konstanter Zusammensetzung; die Richtigkeit dieser 
Voraussetzung (bei nur schwachem Einflu8 der Donnanverschiebung) 
wird an Gelatine — NaCl und an Serum + NaCl nachgewiesen 
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4. An Gelatinelésungen und Serum wechselnden Kolloidgehalts wiv! 
ein Filtrat-Zeit-Gesetz gefunden, wonach die Filtrationsgeschwindiy. 
keit umgekehrt proportional ist der durchgegangenen Filtratmenye 
(Porenverstopfung). Bei der Wasserultrafiltration wird gleichfa||s 
eine, wenn auch minimale, Abnahme der Filtrationsgeschwindigkeit 
beobachtet, welche dem gleichen Gesetz folgt. 

5. Aus dem Abnehmen der Filtrationsgeschwindigkeit fiir kolloide 
Lésungen wird geschlossen, daB im Organismus bei Filtrations 
prozessen (Nierenglomerulus) eine Wiederherstellung der undurchlassiy 
werdenden Membranen statthaben miisse, also auch der reine Filtra 
tionsvorgang mit spezifischen Leistungen des Organismus einhergelht 
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(ber die Fermentbildung in reifenden Samen. 
Von 
A. Oparin und N. Djatsehkow. 
(Aus dem Karpow-Institut fiir Chemie, Moskau.) 


(Eingegangen am 14, Mdrz 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchung von A. Bach, A. Oparin und R. Wéhner (1) 
iiber die Verinderungen des Fermentgehalts reifender Samen wurde 
erwiesen, daB in den Samen am Anfang des Reifungsprozesses eine 
betrachtliche Zunahme der Menge aktiver Fermente erfolgt. Im weiteren 
Verlauf der Reifung verschwinden die Fermente dann wieder infolge 
von Speicherung in der Form inaktiver Zymogene. 

In der erwihnten Arbeit blieb die Frage ungeklirt, ob die Zu- 
nahme des Fermentgehalts im ersten Stadium der Reifung auf einer 
Neubildung von Fermenten im Samen selbst beruht, oder ob die 
Fermente vielleicht schon fertig von der Mutterpflanze geliefert werden. 

Theoretisch ist letztere Annahme nicht ausgeschlossen. In manchen 
Fallen treten bekanntlich Fermente leicht aus der lebenden Zelle in 
das umgebende Medium iiber (so z. B. Amylase bei Bakterien und 
Amylomyceten) (2). 2. Wotschal (3) hat nachgewiesen, daB auch bei 
héheren Pflanzen in den GefaiBen (Holz) eine Zirkulation von Fermenten 
stattfinden kann, die neben den Nahrstoffen im Blutungssaft gelést sind. 

Vorliegende Untersuchung wurde vorgenommen, um iiber den 
Bildungsort der Fermente der Samen AufschluB zu erhalten. Als 
Versuchsobjekt diente Winterweizen, Sorte A 2267 (Triticum vulgare 
var. erythrospermum), aus dem Versuchsfeld der Selektionsstation der 
Timirjasew-Akademie fiir Landwirtschaft in Moskau. Die Saat war 
am 21. August 1926 erfolgt; am 22. Juni 1927 schoB der Weizen in 
Ahren, am 4. Juli begann er zu bliihen und wurde am 10. August 
geerntet. In verschiedenen Stadien der Reifung wurden ganze Pflanzen 
dicht tiber der Wurzel abgeschnitten und ins Laboratorium gebracht. 
Hier wurden die Ahren mit 5 bis 7cm der Halme abgeschnitten, in 
GefiBe mit Knoopscher Lésung gebracht und im _ Laboratorium 
21, Wochen zum Ausreifen stehengelassen. 

Alle zwei bis drei Tage wurde die Nahrlésung gewechselt und 
vom Ende der Halme einige Millimeter weggeschnitten. 
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Im Laufe der Vegetationsperiode stellten wir vier solche Ahren- 
proben an, und zwar am 8., 12., 18. und 24. Juli. Vom 8. Juli an wurden 
alle zwei bis drei Tage Samenproben aus den im Laboratorium reifenden 
Ahren entnommen, daneben als Kontrolle zur gleichen Zeit Samen 
aus normalen Pflanzen im Felde. Die Samen wurden mehrere Stunden 
im Thermostaten bei 40° getrocknet und im Vakuumexsikkator tibe: 
Schwefelsiure weiter trocknen gelassen. Sodann wurde das mittlere 
Gewicht von 100 getrockneten Samen bestimmt. Das derart getrocknete 
Material wurde zerkleinert, durch ein 0,25-mm-Sieb gestreut und als. 
dann die Restfeuchtigkeit' und folgende drei Fermente: Amylase. 
Peroxydase und Katalase bestimmt. Die Bestimmung der Fermente 
erfolgte nach der Methode von A. Bach und A. Oparin (4). 

Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen I bis [IV zusammen. 
gestellt : 

Tabelle I. 


Trockengewicht von 100 Samen. 


























oO a Samenprobe von Abren, abgeschnitten: 

Nr. ay ne: der ——. } = : eenag 

— | vom Felde 8. VIL. 12.Vi. | = 18. VII. 24. VIL. 
1 8. VII. | 0.2580 i” “id x de 
2 | 12. VI. | 0.6970 0,4059 - = - 
8 | 15. VIL. |  1,2500 0,5411 0,7358 - _ 
4) 18 Vi. | 17000 . 0,4081 0,7848 -- - 
5 | 21. Vil. | 2.7460 * 0.4131 0,7439 1.915 -_ 
6 | 24. VIL | 3,800 0.3916 0,8501 1688 | — 
7 | 27. VIL 3,500 —_ 0,7726 1,728 2.9443 
8 | 30. VIL. | 3,830 — _ 1,675 38,0315 
9 | 8. VIII. 4,000 — _ 1,657 2.8008 
10 6. VIII. 4070 ~ —_ an 2.3000 

Tabelle 11. 
Menge der Amylase in 100 Samen. 
o . Samenprobe von Ahren, abgeschnitten - 

Nr. Ontos der BR. a T ~ es 

aayes vom Felde 8.VI. | 12. VI. 18. VII. 24. VI. 
1 8. VIL. 14,21 — — — — 
2 12. VI. 38,05 16,15 _ on ~_ 
3 15. VII. 54,62 16,39 | 28,96 _ _ 
4 18. VIL 61,37 10,08 | 1840 ie = 
5 21. VI. 143,66 7,66 | 16,72 40,92 _ 
6 24. VIL 43,23 7,22 | 18,55 26,17 _ 
7» (27. VI. 54,05 _ | 15,06 25,14 35,62 
8 380. VII. 57,45 ~ [| — 26,04 39,98 
9 38.VIIL 48,00 me) 24.52 35,01 
10 | 6.VII. 44.56 « Foe wa om 28.86 


1 In den Zahlen der nachstehenden Tabellen ist die Restfeuchtigkeit 
durch entsprechende Korrektur beriicksichtigt. 
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Tabelle 111. 
Menge der Peroxydase in 100 Samen. 





Sates | ee usnets 000 Mins, Gaatetien: 














' be : 
“t || Analyse = “Yom Pelde 8. Vil. vo. | wv | 24VE. 
1 8. VII. 17,41 _— -- —- -- 
2 12. VII. 39,19 19 — a= _ 
3 15. VII. 46,20 76,34 40,27 _ _ 

4 18. VIL. 61,03 78,99 110,84 — - 
5 21. VII. 146,03 80,55 136,63 143,31 ' —_— 
6 24. VII. 253,93 83,42 126,52 196,27 - 
7 27. VIL. 241,60 129,05 205,51 227,35 
8 30. VIL. 202,22 — a 182,17 180,07 
4 8. VIL. 253,44 — -— 188.64 189,10 
10 | 6.VvIM. | 267.52 = ve 173.81 
Tabelle IV. 
Menge der Katalase in 100 Samen. 
Kontrol Samenprobe von Ahren, abgeschnitten : 
ne Datum der ———. aes menpr — ren, adge itten 
y vom Felde 8. VII. 12. VII. 18. VII. 24. VIL. 
8. VII. 51,65 — — — — 
12. VII. 121,90 95,83 -- - 


15. VIL. 121,33 115,79 128,76 = - 
18. VII. 212.00 110,35 239,20) = m 
21. Vil. 118.21 121,86 200,10 216,78 ai 
24. VII. 156,25 123,86 265,23 25457 | — 
27. VI. 196,95 -- 243.46 264,38 301,58 
30. VII. 269,69 _ — 249,07 305,72 
3. VIM. 287,20 _ om 259,17 285,23 
6. VIO. 281,23 _ _ ion 235,58 


oem of wWlOe 
bo 
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In den Abb. 1 bis 4 entsprechen die ausgezogenen Linien den 
Verainderungen in den Samen bei normaler Reifung im Felde, die 
punktierten Linien den Veranderungen, die beim Ausreifen der Samen 
im Laboratorium beobachtet wurden. Die Zahlen am Ende der punk- 
tierten Linien bezeichnen das Datum, an dem die Ahre abgeschnitten 
und in die Nahrlésung gestellt wurde. Abb. 1 kennzeichnet die Ge- 
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wichtsinderung von 100 Samen im Laufe der Reifung sowohl iy 
Felde als im Laboratorium. Aus dieser Abb. 1 ist ersichtlich, dai 
das mittlere Trockengewicht von 100 Samen nach der Loslésung der 
Ahre von der Mutterpflanze ungefihr konstant bleibt; nur die spater 
abgeschnittenen Ahren zeigen einen merklichen Gewichtsverlust 






“a NN Nines eben eslen 
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Abb. 2. 
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Abb. 4. 


wahrscheinlich infolge gesteigerter Atmung. Bei der Betrachtung 
von Abb. 2 ersehen wir, daB die weitere Anhaiufung von Amylase 
sogleich nach der Trennung der Ahre vom vegetativen Teil der Pflanze 
stillsteht, ja die Menge dieses Ferments abzunehmen beginnt (Uber 
gang des Ferments in Zymogen). Das Gegenteil ist fiir Peroxydase 
und Katalase der Fall (Abb. 3 und 4). Die Menge dieser Fermente 
nimmt weiter zu, auch wenn die Ahre von der Mutterpflanze abgetrennt 


ri 
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ist. Bemerkenswert ist dabei der in vielen Fallen auftretende Par- 
allelismus zwischen den Anderungen des Fermentgehalts in Samen, die 
im Laboratorium ausreiften, und solchen, die im Felde gereift sind. 
Dieser Parallelismus kann nicht auf die Wirkung AuBerer Einfliisse 
zurickgefiihrt werden, die ja natiirlich im geschlossenen Raume und 
im Freien verschieden waren. Allem Anschein nach sind in diesem 
Falle innere Ursachen wirksam. Zur Klaérung dieser Frage bedarf 
es weiterer Untersuchungen. 

Aus unseren Ergebnissen lassen sich nachstehende SchluBfolge 
rungen ziehen: 

1. Nach der Loslésung von der Mutterpflanze wird in den Samen 
keine Amylase mehr gebildet. Allem Anschein nach tritt die Amylase 
bei der Reifung aus den vegetativen Teilen der Pflanze in die Samen 
iiber. 

2. Der Peroxydase- und Katalasegehalt der reifenden Samen 
nimmt in den ersten Stadien der Reifung auch in den Fallen zu, wo 
die Samen von der Mutterpflanze abgetrennt sind. Es ist daher zu 
vermuten, dab diese Fermente im Samen selbst bei dessen Stoffwechsel- 
prozessen entstehen. 


Literatur. 


1) A. Bach, A. Oparin und R. Wahner, diese Zeitschr. 180, 363, 1927. — 
2) Literatur siehe bei Oppenheimer, ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“ 
1, 409, 712. — 3) E. Wotschal, On the presence of enzymes in wood-sap 
(passoka), Festschrift fiir K. A. Timirjasew. Moskau 1916. —- 4) A. Bach 
und A.Oparin, diese Zeitschr. 184, 183, 1922. 





Die Aktivierung 
des antirachitischen Faktors in der Trockenhefe. 


Von 
W. Kirsch. 
(Aus dem Tierzuchtinstitut der Albertus-Universitat, Koénigsberg i. Pr. 


(Eingegangen am 20. Marz 1928.) 


Seitdem die Hefe als ein Haupttrager des sogenannten B-Vitamin- 
erkannt wurde', ist sie der Gegenstand zahlreicher Experimental. 
arbeiten gewesen, deren Ergebnisse R. Berg in seinem Sammelwerk 
..Die Vitamine nach einheitlichen Gesichtspunkten zu ordnen ver- 
sucht hat. 

In allerletzter Zeit ist nun die Hefe auch als Trager eines anderen 
wichtigen Erginzungsstoffes bekannt geworden, nimlich des Ergo. 
sterins, das nach den Forschungen von Hess, Pohl, Windaus und Rosen 
heim als Vorstufe des antirachitischen Vitamins anzusehen ist. Der 
Steringehalt der Hefe ist nicht unbetrichtlich, er betragt nach Unter- 
suchungen von Beuwmer und Falkenheim (1) in der frischen Hefe 0,184 °, 
und in der Trockenhefe 0,8°,. Durch Bestrahlung mit ultraviolettem 
Licht kann das Ergosterin in die hochaktive Form iibergefiihrt werden 
in der es bereits in Gaben von */,99, mg bei Ratten antirachitiscl 
wirkt (2). 

Um die antirachitische Wirkung des Hefeergosterins zu studieren 
fiihrte ich einige Versuche an Ratten aus, iiber die im folgenden kurz 
berichtet werden soll. 

Zu den Versuchen wurde getrocknete Brauereihefe verwanidt 
(Hersteller Wachsmann & Co., Berlin). Die Aktivierung geschah au 
zweierlei Art: 1. durch direkte Bestrahlung der Trockenhefe mit ultra- 
violettem Licht, 2. auf indirekte Weise durch Bestrahlung von Tieren 
die mit Trockenhefe gefiittert wurden. 

Um vollstandig aktiviert zu werden, bedarf das Ergosterin eine: 
sehr intensiven Bestrahlung. Beumer und Falkenheim (1) bendtigten 


1 Schaumann hat sie 1910 in die Reihe der Beri-Beri heilenden Stofte 
eingefiihrt. 
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bei 5 mg Ergosterin in 5 cem Alkohol 30 bis 45 Minuten Bestrahlungs- 
zeit bei 20cm Abstand der Quarzlampe. 

Ich bestrahlte die Trockenhefe in ganz diinner Schicht in einem 
GlasgefaB, das mit Kohlensaure gefillt und durch eine fiir ultraviolette 
Strahlen durchlissige Scheibe abgedeckt war. Diese Scheibe (Uviolglas, 
Hersteller Schott-Jena) lieB, wie ich aus friiheren vergleichenden Ver- 
suchen wuBte, ungefahr ein Drittel der wirksamen Strahlen hindurch. 
Das GefaB mit der Hefe setzte ich in 50cm Abstand | Stunde den 
Strahlen der Héhensonne aus. 

Mit der Hefe wurden ein Heil- und ein Prophylaxeversuch durch. 
yefiihrt. In beiden Versuchen verwandte ich Ratten je eines Wurfes. 
die der eigenen Zucht des Instituts entstammten. Da siamtliche Zucht- 
tiere seit Generationen dieselbe Laboratoriumskost erhalten, die zwar 
vollwertig ist, aber kaum iiberschiissige Vitamine enthalt, kommen die 
jungen Ratten, ohne Vorrate davon gespeichert zu haben, indie Versuche. 

Das Anfangsgewicht der Versuchstiere betrug durchschnittlich 70 g. 
Jiingere Tiere mit geringerem Anfangsgewicht sind zwar empfindlicher 
und werden schneller rachitisch, doch sind diese Tiere auch weniger 
widerstandsfahig und vor allen Dingen im Heilversuch manchmal 
unzuverlassig. So hatte ich im Heilversuch neben den etwa 70 g schweren 
Ratten des einen Wurfes noch in jeder Gruppe ein oder zwei Tiere eines 
anderen Wurfes mit einem geringeren’ Anfangsgewicht von durch- 
schnittlich 45 g. Diese Tiére waren durch die 33 Tage lange Vorperiode 
so erschépft, daB zwei bald nach den ersten Tagen des Hefezusatzes 
eingingen; bei den anderen kamen die Heilvorgange zégernder in Gang. 

Die Anordnung des Heil- wie des Prophylaxeversuches war gleich 
Es wurden vier Gruppen gebildet, und zwar erhielt Gruppe | gewéhnliche. 
unbestrahlte Trockenhefe als Zusatz zu der rachitiserzeugenden Grund- 
kost (Me Collum 3143); Gruppe 2 erhielt als Zusatz bestrahlte Trocken- 
hefe, Gruppe 3 erhielt dieselbe Menge unbestrahlter Hefe, wurde aber 
tiiglich 1 Minute den Strahlen der Héhensonne ausgesetzt. Gruppe 4 
wurde, ohne Hefe erhalten zu haben, nur | Minute taglich bestrahlt. 
Die Kontrolltiere erhielten nur die rachitiserzeugende Grundkost. 


Heilversuch. 
Fir den Heilversuch wurden die Ratten 33 Tage mit der Mc Collum- 


Kost gefiittert, bis sich bei allen Tieren schwere Rachitis entwickelt 
hatte, deren Bestehen réntgenographisch festgestellt wurde’. (Als 


1 Auch an dieser Stelle sei dem Direktor der Kénigsberger Universitats- 
Kinderklinik, Herrn Prof. Dr. Stéltzner, dafiir gedankt, da8B er dem Tierzucht- 
institut die Benutzung seiner Réntgenapparatur gestattete und damit das 
Zustandekommen dieser Arbeiten erméglichte. 
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Teststelle diente, wie auch in den friiheren Untersuchungen, die Ep) 
physenlinie des proximalen Tibiaendes.) Dann wurde mit dem Hefe 
zusatz bzw. mit der Bestrahlung begonnen. Nach Verlauf von 10 Tage») 
wurde wiederum eine Réntgenaufnahme gemacht. 


Tabelle 1. 


Heilversuch an rachitischen Ratten mit bestrahlter Trockenhefe.  Vor- 
fiitterung mit der Mc Kollum-Kost: 33 Tage, Hefezusatz: 10 Tage. 








Gewicht | | 
Nr. ~ Réntgenbefund zu Beginn Gentes Réntgenbefund nach Bemer 
~~" I sueatess | es Hetezusatzes 10 Tagen 10 Tagen || kunger 
Se ry 
Kontrolltiere. 
101 85 Sehr schwere Rachitis | 88 Sehr schwere Rachitis 
102 64 ™ 2 e | 64 * . . 
7 BD : 4 : 60 : ; ~ 
Gruppe 1. 1g Trockenhete taglich. 
103 70 Sehr schwere Rachitis 77 Deutliche Heilung 
104 70 = ‘ . 74 Fast geheilt 
115 70 . i — 76 Deutliche Heilung 
Gruppe 2. 1g Trockenhefe taglich. 
109 70. =|: Sehr schwere Rachitis 74 Vollig geheilt | Sehr 
112 71 - fs ‘i 72 » “ searke 
4 54 ‘ ° - — Kingegangen | vorgar ce 
Gruppe 3. ‘lg Hefe und 1 Minute Bestrahlung taglich. 
106 60 Sehr schwere Rachitis | 53 Vollig geheilt | Sebr 
108 63 ” ” ” 67 ” ad Hells 
2 38 * ‘ ” Eingegangen vorgange 
Gruppe 4. Direkte Bestrahlung ohne Trockenhefe 1 Minute tiglich. 
113 86 Sehr schwere Rachitis | 80 Vollig geheilt 
5 47 ms te fe 44 Beginnende Heilung 
6 5d i ‘ ‘ | 47 = m 


Die Tiere 2, 4, 5, 6, 7 gehéren zu einem jiingeren Wurf als die 
anderen, die einem alteren Wurf entstammen. 


Sowohl bei den Tieren der Gruppe 2, die | g bestrahite Trockenhefe. 
als auch bei den Tieren der Gruppe 3, die 1 g Trockenhefe mit nach- 
folgender 1 Minute langer Bestrahlung erhalten hatten, waren auber- 
gewohnlich starke Heilvorginge zu beobachten. Die verbreiterten 
Knorpelzonen waren vollstandig verkalkt und die Gelenke stark verdickt 
als ob eine itibermaBige Ca- und P-Einlagerung stattgefunden hitte. 
Weit schwacher waren die Heilvorginge bei den Tieren, die keine Hefe 
erhalten hatten, sondern nur | Minute taglich bestrahlt worden waren. 
Nur ein Tier war auch hier geheilt. 

Unerwarteterweise zeigten auch die Tiere, die 1 g gewéhnliche 
unbestrahlte Trockenhefe erhalten hatten, deutliche Heilvorginge 
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Gruppe 1). Da die Kontrolltiere tibereinstimmend sehr schwer rachitisch 
veblieben waren, kann dies nur so erklart werden, dab entweder die 
Menge von | g Trockenhefe bereits so viel P enthalt, dab trotz des Ca- 
Uberschusses in der Grundkost ein gewisser Ausgleich zugunsten des P 
stattgefunden hat; oder die Trockenhefe enthalt auch in unbestrahltem 
Zustande Spuren des antirachitisch wirksamen Faktors. 

Da die Asche der Hefe zur Hialfte etwa aus P-Verbindungen besteht., 
lag die Gefahr nahe, durch Zugabe einer gréBeren Menge von Trocken- 
hefe, das gestérte Ca: P-Verhiltnis der McCollum-Kost auszugleichen. 
Da ich im Heilversuch 1 g Hefe pro Tier und Tag verfiitterte, habe ich 
durch Zusatz von kohlensaurem Kalk das Ca: P-Verhaltnis der Grund. 
kost von 4:1 auf 5.8: 1 erweitert?. 


Prophylaxeversuch. 


Im Prophylaxeversuch wurde die Hefemenge, die 31 Tage lang 
zugefiittert wurde, verringert. In jeder Gruppe erhielten je ein Tier 
0.5 g, je zwei Tiere 0,1 g Trockenhefe taglich. Alle Tiere waren Wurf- 








Tabelle II. 
Prophylaxeversuch mit Trockenhefezusatz. Dauer 31 Tage. 
Gewicht Gewicht Gewichtscunahme 
, ‘ns, | Zusats | Siteetehes [fT Tae 
Ne, Verauche | Grindkcet | V@reuch®  yei'Vereucheende | cmt. | tiglich y & Ang 
g | 8 g 2 g! | gewichts 
Kontrolltiere. 
1 63 78 Sehr schwere 15 0,48 23,9 
Rachitis 
2 57 — 69 Dasselbe 12 0,38 31,7 
Gruppe 1. Unbestrahlte Trockenhefe. 

3 45 05 74 |SchwereRachitis 29 | 0,4 64,4 
4 62 O1 ee ree a" 21 | 068 33,9 
Gruppe 2. Bestrahlte Trockenhefe. 

5 72 0,5 110 Normal 38 1,23 52,8 
6 64 0,1 92 ® 2 0,90 43,8 
7 61 0,1 89 | io 28 0,90 45.9 
Gruppe 3. Trockenhefe und nachfolgende Bestrahlung 1 Minute taglich. 
9 66 0,5 105 Normal 39 1,26 59,1 
10 82 61 104 » 22 0,71 26.9 
11 77 0,1 98 ° 21 0,68 30,9 
Gruppe 4. Ohne Hefezusatz nur 1 Minute Bestrahlung taglich. 

8 70 _ 76 Normal | 6 0,19 8.6 
12 71 : 85 e 14 0,45 16,6 


1 Die gewichtsanalytische Bestimmung ergab in 100 Trockensubstanz 
der rachitiserzeugenden Kost 2,9528 CaO und 0,8329 P,O;. 
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geschwister und gescheckt, nur Nr. 3 war albinotisch, auBerdem in de; 
Entwicklung zuriickgeblieben. 


Das Ergebnis stimmt mit dem des Heilversuches, soweit es iibe: 
haupt vergleichbar ist, recht gut iiberein. Die beiden Gruppen (Nr. 2 
und 3), die bestrahlte Trockenhefe und Trockenhefe mit nachfolgender 
Bestrahlung erhielten, sind nicht rachitisch geworden; ebenso auch dic 
Gruppe 4, die direkt bestrahlt wurde, wahrend die Kontrolltiere und 
auch die Gruppe 1, die unbestrahlte Trockenhefe erhielt, Rachitis 


entwickelten. 


Allerdings war auch hier die Rachitis derjenigen Tiere, die 0.5 
bzw. 0,1 g Trockenhefe (unbestrahlt) erhielten, weit weniger schwe: 
als die der Kontrolltiere. Es ist das also eine analoge Erscheinung 
zum Heilversuch, nur da hier eine Beeinflussung des Ca : P-Verhaltnisses 
zum mindesten bei der geringen Menge von 0,1 g Trockenhefe véllig 
ausgeschlossen ist. Ich méchte daher annehmen, da® tatsachlich auch 
in der unbestrahlten Trockenhefe Spuren des antirachitisch wirksamen 
Faktors vorhanden sind. 


Sehr deutlich kommt die wachstumsférdernde Wirkung der Trocken. 
hefe in den Gewichtszunahmen der Tiere der verschiedenen Gruppen 
zum Ausdruck. Sie geht direkt proportional der verabfolgten Hefe- 
menge. Die schlechtesten Gewichtszunahmen weisen die Tiere der 
Gruppe 4 auf, die direkt bestrahlt wurden ohne Hefezusatz. Die 
Gewichtszunahmen dieser Ratten sind sogar noch schlechter als die 
der schwer rachitischen Kontrolltiere. Es scheint die direkte Bestrahlung. 
die ja ohne Frage den Ca-Stoffwechsel giinstig beeinfluBt, iiber eine 
bestimmte Grenze hinaus angewandt, geradezu entwicklungshemmend 
zu wirken; wir haben erst unlangst bei Studien iiber den EinfluB der 
kiinstlichen Héhensonne auf junge, wachsende Rinder dieselbe Beol- 
achtung gemacht. Vielleicht ist bei der Ratte mit einer 30 Tage an- 
dauernden, taglich 1 Minute langen Bestrahlung die optimale Héchst- 
grenze bereits tiberschritten. 


Die Dauer der antirachitischen Wirksamkeit aktivierter Trockenhefe. 


In einem weiteren Versuch sollte gepriift werden, ob die in den 
vorstehenden Versuchen benutzte und in der angegebenen Weise 
aktivierte Trockenhefe nach Verlauf von 7 Monaten noch antirachitisch 
wirksam war oder bis zu welchem Grade sie diese Fahigkeit eingebiibt 
hatte’. 


' Die bestrahlte Hefe war in einer mit Korkstopfen verschlossenen 
Flasche bei Zimmertemperatur aufbewahrt worden. 
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Zu diesem Zwecke wurde ein Heilversuch durchgefiihrt, zu dem 
ebenfalls Ratten eines Wurfes verwandt wurden. Die Tiere konnten 
aus 4uBeren Griinden nur 15 Tage mit der Mc Collum-Kost vorgefiittert 
werden. Die Zufiitterung der Hefe erfolgte 9 Tage, und zwar erhielten 
zwei Tiere je 0,5 g, zwei je 0,1 g Trockenhefe taglich. Die am 15. Tage 
durch Réntgenphotographie festgestellte Rachitis war bei samtlichen 
Versuchstieren nur mibig stark. Es war daher mit einer rascheren 
Heilwirkung als in den friitheren Versuchen zu rechnen. 


Tabelle II. 


Heilversuch mit Trockenhefe, die vor 7 Monaten bestrahlt wurde. Vor- 
fiitterung mit Mc Collum-Kost 3143: 15 Tage. Zufiitterung der Trocken- 
hefe: 9 Tage. 





Gewicht 


zu Beginn des | Réntgenbetund Gewicht R6 be 
Nr. Hefezusatzes | 7 ages Se Hefe- | nach 9 Tagen —— -_ 
8 | g 
Kontrolltiere. 
5 100 Mabige Rachitis 108 Sehr schwere Rachitis 
6] 7 ; : 76 “ay . 
Gruppe 1. 0,5g bestrahlte Hefe taglich. 
3 96 MaBbige Rachitis 106 5 Geheilt 
4 85 . sips 90 & 
Gruppe 2. 0,1 g bestrahlte Hefe taglich. 
8Y Mabige Rachitis 92 Fast geheilt 
2 94 e » 98 » ” 


Das Ergebnis beweist deutlich eine recht starke Verminderung 
der antirachitischen Wirksamkeit der bestrahlten Trockenhefe in einer 
Zeit von 7 Monaten. Zwar sind die Ratten, die 0.5 g Hefe erhielten. 
geheilt, aber die Intensitat dieser Heilvorgange bleibt doch weit hinter 
der in dem Heilversuch mit der frisch bestrahlten Hefe beobachteten 
zuriick. Und die Tiere mit einer Hefezugabe von 0,1 g waren trotz der 
giinstigen Vorbedingungen fiir eine raschere Heilung noch nicht einmal 
wieder zum normalen Zustande zuriickgekehrt. 


Ergebnisse. 


1. Mit ultraviolettem Licht bestrahlte Trockenhefe entfaltet im 
Rattenversuch infolge ihres hohen Ergosteringehalts starke rachitis- 
heilende und rachitisverhiitende Wirkung. 


2. Diese Wirkung war in dem ohne besondere Vorsichtsmabregeln 
aufbewahrten Priiparat nach 7 Monaten bereits stark abgeschwacht. 
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3. Die antirachitische Wirkung der Trockenhefe ist gleich star! 
sowohl nach direkter Bestrahlung der Trockenhefe mit der Héhensonn 
als auch nach Bestrahlung von Tieren, die mit Trockenhefe gefiitter: 
wurden. 

4. Ratten, die ohne Hefezusatz lingere Zeit direkt taglich 1 Minute 
bestrahlt und dadurch vor der Rachitis geschiitzt wurden, zeigten gegen 
iiber den unbestrahlten Kontrolltieren eine Entwicklungshemmuny 

5. Eine direkte, einstiindige Bestrahlung der Trockenhefe hatte 
keine Verminderung ihrer wachstumsfirdernden Eigenschaft zur Folge 


Literatur. 


1) H. Beumer und C. Falkenheim, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 17. - 
2) Kongr. Zentralbl. f. inn. Med. 48, 262. 
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Kolorimetrische Bestimmung der Milchsiure nach Mendel 
und Goldscheider. 
Physiologische Anwendungen. 


Von 
Anneliese Hansen, Otto Riesser und Takuji Nagaya. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1928.) 


Vor 2!, Jahren haben Bruno Mendel und Ingeborg Goldscheider! 
eine kolorimetrische Methode zur quantitativen Bestimmung der 
Milchsaéure beschrieben, die sich dadurch auszeichnet, daB bei griBter 
Genauigkeit ganz auberordentlich kleine Milchsiuremengen noch 
bestimmt werden kénnen. 

Das Verfahren beruht darauf, di8 nach EnteiweiBung und nach 
Entfernung der Kohlehydrate (Verfahren von Salkowski bzw, van Slyke) 
die Milchsiéure durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiure in 
Acetaldehyd iibergefiihrt wird, und da dieser mittels der Veratrol- 
farbreaktion sich sehr exakt kolorimetrieren |aBt. 

Diese Methode hat sich zur Milchsiurebestimmung im Blute. 
wozu nur ', cem Blut benétigt werden, sehr gut bewahrt. 

Es mu8 wundernehmen, da® dieses Verfahren bisher in der 
physiologischen und pharmakologischen Forschung, soviel wir sehen, 
nicht angewandt wurde, obwohl seine grobe Empfindlichkeit und 
Genauigkeit gerade auf diesen Gebieten fiir eine Reihe sehr aktueller 
Fragen dienstbar gemacht werden kénnte. Trotz der neuesten Ver. 
besserungen ist das an sich vortreffliche Verfahren, das Meyerhof 
sowie Hirsch-Kauffmann ausgearbeitet und beschrieben haben und das 
erst kiirzlich von Friedemann, Cotonio und Shaffer® eine weitere Ver- 
feinerung erfuhr, nicht geeignet, kleinste Mengen Milchsaiure mit voller 
Exaktheit zu bestimmen, wie sie etwa in einzelnen Sartoriusmuskeln 
und anderen kleinen biologischen Einzelobjekten gebildet werden. 


1 Mendel und Goldscheider, diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 
2 Friedemann, Cotonio und Shaffer, Journ. of biol. Chem. 78, 335, 1927, 
vgl. auch Gerard und Meyerhof, diese Zeitschr. 191, 128, 1927. 
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Zweck dieser Abhandlung ist, darauf hinzuweisen und an einigey 
praktisch erprobten Beispielen zu beweisen, welch groBe Vorteile von 
der Anwendung des Verfahrens zu erwarten sind, das sich uns nun 
seit tiber einem Jahre in zahlreichen Analysen bestens bewihrt hat 

Die Anwendung des Verfahrens bedarf zweifellos, wie bei allen 
Mikromethoden, sorgfaltigster Ausfiihrung und der Einhaltung aller 
Kautelen, welche die Autoren angeben. Besonders wichtig ist dic 
Reinheit aller Reagenzien und Glaser. Unter diesen Voraussetzungen 
aber bietet das Verfahren keine Schwierigkeiten, und es hat zu allem 
iibrigen den fiir Serienuntersuchungen iiberaus groBen Vorteil, dali 
eine Milchsiurebestimmung oder eine ganze Reihe innerhalb von 
héchstens 2 Stunden beendet ist. 


I. Die kolorimetrische Bestimmung der Milchsiiure im Muskel 

nach Mendel und Goldscheider. 

In einem Wageglaschen von etwa 10 ccm Inhalt wagt man | ccm 
5°. iger Metaphosphorsiure genau ab. Die Metaphosphorsiure mul} 
stets frisch aus Acidum phosphoricum glaciale hergestellt werden, da 
die Lésung sich kaum langer als 24 Stunden halt. 0,3 bis 0.5 g Musku- 
latur werden auf eisgekihlter Glasplatte schnellstens und fein zer- 
schnitten und sofort in die Metaphosphorsiurelisung eingebracht, 
wobei man durch leichtes Schwenken dafiir sorgt, dab der Muskelbrei 
von der+Saure gleich vollstandig bedeckt ist. 

Das Glaschen wird nun sofort gewogen, um die Muskelmenge zu 
bestimmen, und unmittelbar nach der Wagung mit 6 bis 8 com Wasser. 
genau abpipettiert, versetzt. Der Verdiinnungsgrad richtet sich nach 
der Menge der zu erwartenden Milchsaure. Man riihrt mit einem diinnen 
Glasstabchen gut durch und 1aBt das wieder verschlossene Wage- 
glaschen nunmehr so lange stehen, bis, vom Einwerfen des Muskelbreies 
in das Glaschen gerechnet, insgesamt 40 bis 50 Minuten vergangen sind. 

In einer Reihe von Versuchen, die zum Teil in Tabelle I wieder- 
gegeben sind, haben wir die optimale Dauer des Stehens mit der Meta- 
phosphorsaure ausprobiert. Wartet man weniger als 40 Minuten, dann 
werden die Werte meist zu niedrig, wahrscheinlich weil nicht alle Milch- 
siure aus dem Koagulat herausdiffundiert ist. Wartet man sehr viel 
langer, so bekommt man leicht zu hohe Werte. 

Nach insgesamt 40 bis 60 Minuten Stehens, wobei man hin und 
wieder ein wenig umschiitteln mag, wird durch ein kleines trockenes 
Filter in ein trockenes Reagenzglas filtriert. 

Von dem klaren, eiweiBfreien Filtrat werden nun je nach der zu 
erwartenden Milchsiuremenge 2 oder 4ccm mit der Pipette in ein 
sorgfaltig getrocknetes Zentrifugenréhrchen eingebracht und, falls 
man weniger als 4 ccm anwandte, durch Verdiinnen mit Wasser dafiir 
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vesorgt, daB die Menge der Fliissigkeit genau 4ccm betrigt. Nun 
figt man lecm kaltgesattigter Kupfersulfatlisung und | g festes, 
pulverisiertes Calciumhydroxyd hinzu, schiittelt gut durch, abt 
30 Minuten stehen und zentrifugiert schlieBlich. 

Die iiberstehende Fliissigkeit des Zentrifugats soll sich véllig klar 
abheben lassen. Falls von dem immer an der Oberflache haftenden 
Kupferkalkhautchen sich kleine Partikel losgelist haben und in der 
Fhissigkeit flottieren, filtriert man zunachst durch trockene, reine 
Glaswolle. Nun werden 0,5 cem des Filtrats mit der Pipette entnommen 
und in ein sorgfaltig mit konzentrierter Schwefelsaure und destilliertem 
Wasser gereinigtes, danach gut getrocknetes Reagenzglas eingebracht. 

Unter Kiihlen mit Eis setzt man 3ccm reinster konzentrierter 
Schwefelsaure (Kahlbaum) hinzu, und zwar vorsichtig und tropfenweise, 
schiittelt gut durch und stellt nun das Reagenzglas fiir 4 Minuten in 
ein Becherglas mit siedendem Wasser. Danach wird sofort durch Ein- 
tauchen in Eiswasser abgekiihlt. Nach 2 Minuten gibt man mit der 
Pipette genau 0,1 com Veratrollésung (0,125°, Veratrol in 99,8 °,igem 
Alkohol) hinzu und schiittelt gut durch. In der bis dahin farblosen 
Fliissigkeit tritt nun, allmahlich an Intensitat zunehmend, eine der 
Milchsiurekonzentration entsprechende Rotfarbung ein, die nach genau 
20 Minuten im Kolorimeter von Autenrieth und Kénigsberger mit der 
geeichten Standardfarblésung verglichen wird. 

Als Standardfliissigkeit dient eine wasserige Lésung von Carbol- 
fuchsin, deren Konzentration man nach Bedarf zu wahlen hat, und die 
nun, wenn man sie zwischen den Versuchen im Dunkeln aufbewahrt, 
iiber Monate konstant bleibt. 

Geeicht wird mit einer Lésung von Lithiumlactat, von der | ccm 
0.06 mg Milchséiure entspricht (0,0067 g trockenes Lithiumlactat in 
100 cem H,O). Die Ablesung der Farbung ist sehr zuverliissig, wenn 
man sich innerhalb geeigneter Konzentrationsgrenzen halt. Fiir unsere 
Bedingungen sind 0,015 mg Milchsaiure die untere, 0,03 mg die obere 
Grenze, deren Fiarbungen sich noch mit Sicherheit vergleichen lassen. 
Nur diffuses Tageslicht erwies sich als brauchbar. Man mub es bei den 
Analysen so einrichten, daB die zu bestimmende Menge in dem genannten 
Intervall liegt. 

Die Eichung ergibt eine tadellose gerade Linie. Wir haben sie 
im Laufe von mehr als einem Jahre alle 2 bis 3 Wochen wiederholt 
mit jeweils frisch bereiteter Lactatlésung und konnten immer wieder 
dieselbe Kurve reproduzieren. 

Die Ergebnisse unserer Analysen sind in der Tabelle I dargestellt, 
soweit sie dazu dienen, die Genauigkeit des Verfahrens zu kennzeichnen. 
Als Vergleich diente das Verfahren von Hirsch-Kaujffmann, das wir in 
seiner urspriinglichen Form anwandten. 
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Tabelle I. 
Milchséurebestimmungen 
, , , Bestimmung nach Hirsch-Kauffma: 
Kolorimetrische Bestimmung nach Fall h Schenk. 
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In den ersten Bestimmungen sind Doppelanalysen angefiihrt. 
Wir haben davon im Rahmen einer gréBeren Untersuchung sehr viele 
angestellt und immer ohne jede Ausnahme sehr befriedigende Cher- 
einstimmung gefunden. Die Ubereinstimmung ist nicht nur dann 
vorziiglich, wenn man lediglich zwei Proben desselben Muskelfiltrats 
vergleicht, sondern genau so, wenn man zwei verschiedene Proben 
desselben Muskelbreies nebeneinander untersucht. 


Aus der Tabelle I ersieht man, dab die optimale Zeit des Stehen- 
lassens mit dem Eiweibfillungsmittel 40 bis 60 Minuten betrigt, wie 
wir es oben schon ausfiihrten. Wir haben auch die Mengen der unter- 
suchten Muskelsubstanz und der effektiv bestimmten Milchsaure an- 
vegeben, um die verschiedene GréBenordnung bei den beiden Verfahren 
zu demonstrieren. Bemerkt sei noch, daB diese Versuche an Misch- 
muskulatur der Beine von Fréschen ausgefiihrt sind, und daB wir nicht 
in allen Versuchen die Muskeln unter Kiihlung zerschnitten, wodurch 
sich die relativ hohen Werte erkliren. Die zu hohen Werte, die man 
vielfach, wenn auch nicht immer, bei sehr langem Stehen des Materials 
mit Metaphosphorsdure erhalt, deuten darauf hin, dab es dabei zur 
Abspaltung von Substanzen kommt, die selbst die Veratrolreaktion 
geben, ohne Milchsaure zu sein. In dieser Annahme wird man bestirkt, 
wenn man sieht, daB nach dem Erhitzen des Muskelbreies auf 45° bei 
bicarbonatalkalischer Reaktion, wie es zur Bestimmung des maximalen 
Milchsaurebildungsvermégens iiblich ist, die mit dem kolorimetrischen 
Verfahren erhaltenen Werte zumeist viel zu hoch liegen. So jerhielten 
wir in einem Versuch 0.5907 bzw. 0,5871°,, kolorimetrisch, und nach 
Hirsch-Kauffmann 0.3939 bzw. 0.3966 °,,. In einem anderen Falle sogar 
0.5945 statt 0.2581 °,. Fiir diese Bestimmungen ist also die Kolorimetrie. 
jedenfalls in der von uns angewandten Form, zunachst unbrauchbar. 
Dies wird es nétig machen, dab man vor jeder neuen Anwendung des 
Verfahrens auf andere Objekte sich davon iiberzeugt, ob das kolori- 
metrische Verfahren auch hier dieselben Werte gibt wie das Hirsch- 
Kauffmannsche. Aus der Tabelle kann man auch ersehen, dab das 
Verfahren nach Hirsch-Kauffmann, wenigstens in der bisher geiibten 
Form, zu niedrige Werte liefert, wenn die Menge der analysierten 
Milchsaure unter 2 mg liegt. 


Die Dauer einer einzelnen Analyse betragt beim Muskel insgesamt 
2 Stunden. Die erhebliche Abkiirzung gegeniiber den alteren Methoden 
ist ein weiterer grober Vorteil des Verfahrens. 


Il. Weitere Beispiele fiir die Anwendung. 


Es hat sich gezeigt, dab es mit dem kolorimetrischen Verfahren 
méglich ist, die von einem einzigen tiberlebenden Froschherzen ge- 
Biochemische Zeitschrift Band 196 20 
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hildete Milchsiure in kurzen Zeitabstanden zu messen. Es braucht 
kaum darauf hingewiesen zu werden, daB sich damit die Méglichkeit 
zum Studium einer Reihe interessanter Fragen der Herzphysiologie 
und -pharmakologie eréffnet, besonders wenn man gleichzeitig die 
Arbeitsleistung des Herzens miBbt. Herr Dr. Nagaya ist seit einigen 
Monaten am hiesigen Institut mit derartigen Untersuchungen be- 
schaftigt, deren Ergebnisse in Balde veréffentlicht werden sollen. 
Aus seinem Materia! bringen wir in der Tabelle II einige charakteristische 
Vorversuche. In diesen arbeitete das Herz an einer einfachen Fiihner- 
schen Kaniile mit Volumenregistrierung. Alle 15 Minuten wurde die 
Flissigkeit der Kaniile — lccm — entfernt und zur Analyse verwandt. 
Mit frischer Fliissigkeit schlug das Herz weiter und so fort. Als Nahr- 
fliissigkeit diente in diesen Versuchen eine Liésung nach Brémser und 
Hahn ohne Zuckerzusatz. 


Herausgegriffen sind je ein Versuch, bei dem das Herz in Sauerstoff, 
in Luft, in Stickstoff und in n/1000 KCN schlug. Angefiihrt sind auch 
in Spalte 5 und 6 die Milchsiuremengen, die am Schlub des Versuches 
im Herzen gefunden wurden. 

Die Versuche zeigen, da} man schon in 15-Minuten-Perioden die 
abgegebene Milchsaure sehr gut und exakt bestimmen kann. Die Werte 
nehmen zumeist mit der Zeit ab. Am niedrigsten sind die Werte 
in Og, dann folgen die in Luft, weiter in H,, endlich die in KCN. 

is besteht also dasselbe Verhiltnis wie beim Skelettmuskel. 


Die Milchsaurebestimmung im Gehirn ist nach dem kolorimetrischen 
Verfahren ebenfalls sehr gut durchfiihrbar, was ja zu erwarten ist. 
Einige Analysen des Milchsauregehaltes von frischem Meerschweinchen- 
gehirn und von solchen Proben, die bei 37° teils mit, teils ohne KCN- 


Tabelle 111, 


Milchséure im Gehirn. 





| Mit 2ccm Tncke, (Mit 2ccm Locke. 
Mit 1 com Mit 2ccm Locke 
bzw. Tyrode- 
MetasPhosphors bzw. Tyrodes ,. Trocken- 
a lésun, Weung + 0.06 0/0 bestimmung 


i 3 Std. . 

Datum Tierart sofort gefalit bei Bo Cc ay os 
"lo ie *lo 5 —. : ®% 
23. I. Meer- 0,1005 0,1256 0,1477 23.09 
schweinchen 
25. I. - 0.1070 0,1323 0.1645 23,96 
, a 2 ~ 0.0566 0,1042 -- 26,25 
29. 1 ‘ 0,1406 25,50 
0,1509 
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Zusatz mit Lockelésung gestanden hatten, seien hier angefiihri 
(Tabelle Il). Die Werte fiir den Milchsiuregehalt des Gehirns liegey 
mit etwa 0,01°%, bei der GréBenordnung, die kiirzlich Gerard wi 
Meyerhof' fiir den Milchsiuregehalt ruhender Nerven fanden. 

Als Grenze der Materialmenge, die man fiir eine Bestimmung im 
Gehirn benétigt, kénnen wir 0,3 bis 0,35 g angeben. 


Unsere Versuche zeigen, daB das kolorimetrische Verfahren nach 
Mendel und Goldscheider einer weitgehenden Anwendung in der physio- 
logischen und pharmakologischen Forschung wert ist. 


* Gerard und Meyerhof, diese Zeitschr. 191, 128, 1927. 
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Uber experimentelle Sympathicotonie beim Kaninchen. III. 
Von 


J. Wohlgemuth. 


Wie ist das zeitweise Ausbleiben 
der durch Sympathicotonie bedingten chemischen Vorginge 
nach Unterbindung des Pankreasganges zu erkliren? 


Von 
S. Hayashi (Nagoya). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) ‘ 


(Eingegangen am 22. Marz 1928.) 


Wohlgemuth hat in Gemeinschaft mit Mochizuki! und Seo? gezeigt, 
daB, wenn man einem Kaninchen den Ductus Wirsungianus unter- 
bindet und durchschneidet, das Tier allmahlich in einen Zustand gerat, 
den man als Sympathicotonie aufzufassen hat. Ein solches Tier zeigt 
einige Wochen nach dem operativen Eingriff einen abnorm hohen 
Blutzucker, Schadigung in der Zuckertoleranz und eine Verschiebung 
in dem Elektrolytgehalt des Blutes, wie man ihn bei direkter Reizung 
des Sympathicus findet, namlich eine Anderung des Quotienten K /Ca 
zugunsten des Kaliums. Auch Giften gegeniiber verhalt sich ein solches 
Tier wie Kaninchen, die unter der direkten Wirkung von Adrenalin 
stehen. Denn wenn man ihm ein parasympathisches Gift, wie Pilo- 
earpin oder Cholin oder Acetylcholin oder Physostignin verabfolgt, 
so bleibt die Wirkung auf den Blutzucker véllig oder fast ganzlich aus, 
wihrend ein entsprechend ausgefiihrter Versuch bei demselben Tiere 





1 Wohlgemuth und Mochizuki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 29, 8S. 1320; 
diese Zeitschr. 150, 123, 1924. 

2 Wohlgemuth und Seo, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 30, 5S. 1443; 
diese Zeitschr. 163, 271, 1925. 
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vor der Unterbindung eine deutliche Blutzuckersteigerung zeigt. Dieses 
Ausbleiben der Wirkung nach der Unterbindung ist nur so zu erklare:, 
daB infolge des Sympathicotonus der durch die Gifte sonst ausgelist: 
Reiz paralysiert wird. Entsprechend dieser Beobachtung konnt: 
auch bei der Mehrzahl der operierten Tiere ein gesteigerter Adrenalin 
gehalt in ihrem Blute nachgewiesen werden. 

Nun wurde des éfteren von Wohlgemuth und seinen Mitarbeiter: 
beobachtet, daB nicht alle Kaninchen auf die Ausschaltung der auBere:, 
Sekretion des Pankreas reagieren mit einer Sympathicotonie. Bei 
einigen Tieren waren die Blutzuckerwerte mehrere Wochen nach de: 
Operation im niichternen Zustande genau die gleichen wie vorher. dic 
Zuckertoleranz nicht verindert. ebensowenig der Elektrolytgehalt 
des Blutes und das Verhalten gegeniiber parasympathischen Giften 
In dem operativen Eingriff konnte dieses divergierende Verhalten 
nicht seinen Grund haben, denn in jedem Falle wurde der Pankreasgang 
doppelt unterbunden und zwischen den beiden Ligaturen durchschnitten 

Es galt nun, eine Erklarung hierfiir zu finden. 


Bald nach Wohlgemuth hatte G. Mansjfeld' ahnliche Versuche mit 
Ausschaltung des Pankreas am Hunde angestellt, indem er einen mehr 
oder weniger groben Teil des Pankreas abschniirte, und gefunden 
daB seine Tiere keine Adrenalinimie bekamen, sondern eine Insulinamie. 
indem sie sehr bald nach dem Eingriff eine Hypoglykamie und ge- 
steigerte Zuckertoleranz zeigten. Alpern und Leites? beobachteten das 
gleiche Phanomen an Hunden schon bei Unterbindung nur eines Aus. 
fiilhrungsganges des Pankreas. Jorns*® bestiatigte diese Befunde und 
auch die Beobachtung von Wohlgemuth und konnte zeigen, dab, wenn 
man beim Kaninchen nur eine leichte Ligatur um den Ausfiihrungsgang 
des Pankreas legt, so das nach einigen Wochen der Ductus Wirsungianus 
wieder durchgangig wird, diese Tiere sowohl eine starke Herabsetzung 
des Blutzuckers wie eine gesteigerte Zuckertoleranz, mit anderen Worten. 
eine Isnulinamie aufweisen. 

Hiernach konnte man daran denken, daB bei den Kaninchen, bei 
denen nach der Unterbindung die Erscheinungen der Sympathicotonie 
ausgeblieben waren, in Wirklichkeit vielleicht doch eine, wenn auch 
nur schwache Adrenalinimie bestand, diese aber verdeckt war durch 
eine gleichzeitig gesteigerte Insulinproduktion, so daB diese Tiere in 
bezug auf Blutzucker, Zuckertoleranz usw. ein von der Norm nicht 
abweichendes Verhalten zeigten. 


! G. Mansfeld, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 52, 8S. 2378. 
2 Alpern und Leites, ebendaselbst 1925, Nr. 32, S. 1551. 
* Jorns, ebendaselbst 1926, Nr. 52, S. 2434. 
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Dies zu entscheiden, war nur méglich mit Hilfe der neuerdings von 
Loewi! und seinen Mitarbeitern angegebenen, fiir die Diabetesforschung 
<o interessanten Methode der Bindung von Traubenzucker an mensch- 
liche Erythrocyten. 

Bekanntlich haben Hdusler und Loewi? gezeigt, dab, wenn man 
normales Kaninchenplasma, dem gréBere Mengen Glucose zugesetzt 
sind, mit Menschenblutkérperchen schiittelt, diese eine ganz bestimmte 
Menge Glucose aus dem Plasma in sich aufnehmen. Wird das Tier 
mit Adrenalin vorbehandelt, so gibt das Plasma dieses Tieres weit 
weniger Glucose an die Blutkérperchen ab; umgekehrt bewirkt Vor- 
behandlung mit Insulin eine betrichtlich gesteigerte Abgabe von 
Glucose an die Menschenblutkérperchen (M.-Bk.). 

Wir haben nun untersucht einmal, wie das Plasma von Kaninchen 
sich gegeniiber M.-Bk. verhalt, bei denen die Gangunterbindung eine 
Sympathicotonie ausgelést hatte, andererseits das Plasma von solchen 
Tieren, bei denen die Gangunterbindung wirkungslos geblieben war. 

Wir gingen dabei so vor, dab wir zunichst am normalen Tiere 
stets im niichternen Zustande —, lingere Zeit hindurch ermittelten, 
wie groB die Menge Glucose ist, die von dem Plasma an 1,0 cem M.-Bk. 
abgegeben wird. Danach wurde die Gangunterbindung und Durch- 
schneidung ausgefiihrt und nun zunichst taglich, dann in langeren 
Zwischenriaumen neben dem Blutzucker die Zuckerabgabe des Plasmas 
an M.-Bk. bestimmt. Hietbei hielten wir uns genau an die Vorschrift 
von Loewi und Héusler. Dem Tiere wurden im niichternen Zustande 
jedesmal 15 ccm Blut aus einer Ohrvene entnommen, in so viel Fluor- 
natrium aufgefangen, dab schlieBlich eine Endkonzentration von 
0.2°, erreicht war, und scharf zentrifugiert. 8 ccm Plasma wurden 
dann versetzt mit 3ccm einer etwa 4- bis 5°, igen blutisotonischen 
Glucoselésung und in | cem dieses Gemisches nach vorheriger ent- 
sprechender Verdiinnung der Gesamtzuckergehalt nach Hagedorn 
und Jensen bestimmt. Es wurde stets das Mittel aus drei gut iiberein- 
stimmenden Analysen fiir die Berechnung verwendet. 

Die zum Versuch erforderlichen menschlichen Blutkérperchen 
stammten in der Mehrzahl der Fille von Rekonvaleszenten und Hyper- 
tonikern, mitunter auch von Patienten mit leichter Bronchitis und 
beginnender Spitzenaffektion, Neuritiden usw., stets also von Stoff- 
wechselgesunden. Das Blut wurde aus der Vena mediana auch hier in 
Fluornatrium aufgefangen — Endkonzentration 02°, —, scharf 
zentrifugiert und die Blutkérperchen zweimal mit 0,9°,iger Kochsalz- 


1 O. Loewi, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 46, S. 2169; daselbst die ges. 
Literatur. 
2 Hdusler und Loew, Pfliigers Arch. 214, 370, 1926. 
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losung gewaschen. Die Zeitspanne von der Entnahme bis zur weitere) 
Verarbeitung betrug héchstens 1!., bis 2 Stunden. Von dem Blut 
kérperchenbrei wurden dann dem mit Glucose angereicherten Kaninche1. 
plasma 5.0 ccm zugesetzt und nun das Gemisch auf der Schiitte!- 
maschine 10 Minuten lang geschiittelt. Gleichzeitig wurde mit Hilfe 
des Hamatokrits von van Allen in dem Blutkérperchenbrei der feste 
Anteil bestimmt, um einmal die Menge der Zwischenfliissigkeit fest. 
zustellen, durch die das Plasma-Zuckergemisch verdiinnt wurde 
andererseits das tatsachliche Quantum des Blutkérperchenvolumens 
zu wissen. Nach dem Schiitteln wurden die Blutkérperchen vom 
Plasma durch scharfes Zentrifugieren getrennt und in dem Plasma 
wiederum der Zuckergehalt bestimmt. Die so gefundene Zuckermenge 
wurde von dem urspriinglichen Zuckerwert abgezogen, und die Differenz 
dividiert durch die Menge des Blutkérperchenvolumens, ergab das 
Quantum Glucose in Milligramm, das von 1,0 cem M.-Bk. aufgenommen 
worden war. Alle weiteren Einzelheiten ergeben sich aus den nach. 
folgenden Protokollen. 


Ich fiihre zunachst zwei Versuche mit sympathicotonischen 
Tieren an. 

Was zunachst das Verhalten des Tieres in der Vorperiode an- 
betrifft. so sehen wir Differenzen in der Abgabe von Glucose, die bis 
zu 20°, betragen. Diese Schwankungen kiénnen bedingt sein einmal! 


Versuch 1. 
Kaninchen, 9, 2450 ¢. 








Im Plasma mg Glucose Jlucosefixat. 
Vor. Blutbrei_ Hiamato- seteinn ~ ee se on b. A 
— ccm ms velunen engeboten =. bluthoeperchen 0), 
I 5,0 | 80 4,00 116,2 95,4 5,2 0,084 
il 5,0 72 3,60 119,5 98,3 5,9 0,076 
Ol 50 | 77 3,85 113,9 90,4 6,1 0,088 
IV 5,0 | 82 4,10 121,7 | 100.8 5,1 0,083 
Tag nach d. 
Operation | 
3 5,0 | 87 4,35 118,4 96,8 5,2 0,106 
2. 5,0 | 76 3,80 117,9 103,8 3,7 0,121 
3. 5,0 | 90 4,50 120,4 98,3 4,9 0,124 
4. 5,0 85 4,25 116,2 86,9 6,9 0,110 
5. 5,0 | 88 4,40 118,5 87,3 7,1 0,092 
f 50 | 79 3,95 114,6 87,7 6,8 0,094 
8. 5,0 82 4,10 110,3 83,6 6,5 0,091 
12. 5,0 | 86 4,30 115,4 90,0 5,9 0,090 
16 5,0 91 4,55 106.3 77,8 6,2 0,092 
21 5,0 82 4,10 110,2 89,3 5,1 0,105 
28 5,0 80 4,00 114.8 97,6 43 0,119 
35 5,0 82 4,10 112.2 96,6 3,8 0,131 
42 5,0 76 3,80 116.2 | 1033 34 0,146 
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durch das Plasma des Tieres, dann aber auch durch die jeweilige Be- 
-chaffenheit der zur Verwendung kommenden Menschenblutkérperchen. 
Bei dem Versuchstier waren wir hier und in allen anderen Fallen bemiht, 
fiir stets gleiche Bedingungen zu sorgen; sie wurden auf immer gleichem 
Gewicht gehalten und kamen stets in niichternem Zustande zum Versuch. 
Wir méchten deshalb glauben, daB die beobachteten Schwankungen 
weniger dem Plasma unserer Versuchstiere zur Last zu legen sind als 
den jedesmal wechselnden Blutkérperchen. Sie stammten zwar stets 
von niichternen Stoffwechselgesunden; aber es ist ja einstweilen noch 
nicht zu iibersehen, ob nicht bei jedem Menschen der Aufnahmefaktor 
ein anderer ist, und ob nicht auch Qualitat und Quantitat der Nahrung 
hierbei von EinfluB sind. Dementsprechend waren wir uns klar, dal 
bei diesen schon im normalen Zustande vorkommenden Schwankungen 
fiir die von uns aufgeworfene Frage nur soleche Ausschlige von Be- 
deutung sein konnten, die weit unterhalb oder oberhalb des niedrigsten 
Wertes der Vorperiode lagen. 

Es zeigte sich nun, daB in den ersten Tagen nach der Unterbindung 
des Pankreasganges die Glucoseabgabe des Plasmas betrachtlichen 
Schwankungen unterworfen war. Wahrend am ersten Tage noch ein 
normaler Wert ermittelt wird, sinkt am zweiten Tage der Wert um 
30°, unterhalb des niedrigsten Wertes der Vorperiode, ist am dritten 
Tage fast normal, erreicht am vierten und fiinften Tage eine Hohe, wie 
wir sie sonst nie bei dem Versuchstier beobachtet haben, und bewegt 
sich dann zunichst wieder in normalen Grenzen. | 

Besonders interessant erscheint uns die betrachtliche Abnahme 
am zweiten Tage. Wie soll man sich diese erklaren! Nach Loew? kennt 
man zwei Substanzen, welche die Blutkérperchenfixation verhindern, 
das Adrenalin und das von ihm entdeckte Glykamin. DaB es sich hier 
um eine Adrenalinwirkung handelt, kommt wohl kaum in Frage, auch 
nicht, wenn man die erhéhten Blutzuckerwerte beriicksichtigt. Denn 
nach Wohlgemuth und seinen Mitarbeitern erklart sich der hohe Blut- 
zuckeranstieg kurz nach der Unterbindung zwanglos durch die Uber- 
schwemmung des Blutes mit diastatischem Ferment, und dieses wiederum 
bewirkt, daB die Organe, insbesondere die Leber, ihren ganzen Glykogen- 
vorrat ausschiitten. Auch aus den Versuchen mit parasympathischen 
Giften geht einwandfrei hervor, daB unmittelbar nach der Unterbindung 
des Pankreasganges keine Adrenalinimie beim Kaninchen anzutreffen 
ist. Viel eher méchten wir glauben, daB der Grund fiir die abnorm 
geringe Abgabe des Plasmas von Glucose an die Blutkérperchen zu 
suchen ist in dem plétzlichen Auftreten von Glykamin. Es fragt sich 
nur, wie man sich diese unerwartete Glykiminimie zu erklaren hat. 
Dafiir diirften vielleicht analoge Vorginge in der Leber nach Gang- 
unterbindung einen gewissen Anhaltspunkt bieten. 
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Friihere Versuche von Wohlgemuth' haben gezeigt, dab, wen) 
man einem Tiere den Pankreasgang unterbindet und so dafiir sorgt 
da das Pankreassekret seinen Weg ins Blut nimmt, so hat das zur 
Folge, daB die Leber, wie bereits oben gesagt, ihr ganzes Glykogen 
ausschiittet, ferner den gréBten Teil ihres Fibrinogenvorrates an das 
Blut abgibt — der Fibrinogengehalt des Blutes steigt in solchem Falle 
auf das Vier- bis Achtfache des normalen Wertes an — und auch Harn 
stoff in gesteigerter Menge in das Blut schickt. Als Folge davon beob 
achtet man eine Gewichtsabnahme der Leber bis zu 30°, und noch 
dariiber. Nun hat Loewi gefunden, dab der von ihm mit Glykamin 
bezeichnete hemmende Stoff in der Leber gebildet wird. Denn er 
konnte zeigen, da das aus der Leber durch die Vena hepatica ab. 
flieBende Blut mehr Glykamin enthalt als das ihr durch die Vena 
portarum zustrémende Blut. Man darf nun wohl annehmen, daB unter 
dem Einflu8 des Pankreassekrets die Leber auBer Glykogen, Fibri- 
nogen usw. auch das in ihr gebildete Glykamin zum Teil in das Blut 
tibertreten laBt und so das Plasma hindert, die normale Menge Glucose 
an die Blutkérperchen abzugeben. Es ware damit auf einem ganz 
anderen experimentellen Wege der Beweis fiir die Richtigkeit der 
Loewischen Anschauung von der Leber als Bildungsstatte eines dic 
Zuckerfixation hemmenden Stoffes erbracht. 


Diese Glykaiminaimie halt nur ganz kurze Zeit an. 2 Tage spiter 
sehen wir schon eine umgekehrte Wirkung: das Plasma gibt nunmehr 
abnorm grobe Glucosemengen an die Blutkérperchen ab und behialt 
diese Fahigkeit noch bis zum siebten Tage bei, um von da ab sich zunachst 
wieder wie in der Vorperiode zu verhalten. Diese verstarkte Glucose- 
fixation kénnte der Ausdruck einer verstarkten [nsulinproduktion 
sein, die irgendwie durch die gianzlich verschobenen Verhaltnisse in 
dem Pankreas bedingt sein kénnte. Fiir eine solche liegen aber keine 
weiteren Anhaltspunkte vor. Denn der Blutzucker iibersteigt in diesen 
Tagen immer noch die Niichternwerte der Vorperiode. Es miiBte denn 
gerade sein, daB die Steigerung der Insulinproduktion gerade noch 
ausreicht, um die Glucosefixation zu verstarken, dagegen zu gering 
ist, um das Niveau des Blutzuckerspiegels zu senken, eine Annahme, 
die uns doch recht gezwungen erscheint. Vielleicht hatte man die 
Ursache, fiir die gesteigerte Glucosefixation darin zu suchen, da das 
Pankreassekret, das um diese Zeit noch im Blute des Tieres kreist, als 
solches die Fiahigkeit besitzt, die Zuckerabgabefihigkeit des Plasmas 
zu verstirken. Beweisen kinnten das nur direkte Versuche mit dem 


' J. Wohlgemuth, Berl. klin. Wochenschr. 1913; J. Wohklgemuth und 
Fukushi, Virchows Arch. 218, 249, 1914; J. Wohlgemuth, Berl. klin. 
Wochenschr. 1917. 
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Pankreassekret selber; doch ist ein solches vom Kaninchen nicht 
erhaltlich. 

Im weiteren Verlauf sehen wir, entsprechend dem Verhalten des 
Blutzuckers, die Werte normal bleiben bis zum 28. Tage. Von da 
sinken sie deutlich unter den kleinsten Wert der Vorperiode und haben 
am 42. Tage einen Wert erreicht, der weit unter der Norm sich befindet. 
Hier liegt die Ursache klar zutage: es besteht eine ausgesprochene 
Adrenalinamie, die auch in dem standig steigenden Blutzucker zum 
Ausdruck kommt. 


Versuch 2. 


Kaninchen, co", 2670 ¢. 








Vee Blutbrei_ Hémato- a > — — es Sg ; ~ cm ae 
periode krit volumen angeboten —_—. “ blutkérperch a o/, 

I 5,0 77 3,85 108,4 88,4 5,2 0,091 

Il 5,0 80 4,0 103,6 80,4 5,8 0,088 

Ill 5,0 82 4,1 105,8 80,4 6,2 0,099 

IV 5,0 84 4.2 102.4 76,8 61 0,093 
fag nach d. 
Operation 

1. 5,0 80 4.0 107,0 84,7 5,5 0,110 

2. 5,0 85 4,25 115,0 98,2 3,96 0,127 

3. 5,0 78 3,9 122.5 106,5 41 0,118 

4. 5,0 78 3,9 120.5 94,0 6,8 0,099 

5. 5.0 77 3,85 110.5 81,2 7 0,097 

7. 5,0 88 44 100,0 68,4 71! 0,095 

9. 5,0 82 4,1 108.4 82,6 6,3 0,095 

16. 5,0 90 4,5 115,0 86,2 6.4 0,102 

24. 5,0 86 43 120,5 98,6 5,1 0,107 

37. 5,0 “4 4,2 118,6 103,9 3,5 0,128 

46. 5,0 94 4,7 102.0 89.6 2.6 0,185 


Dieser Versuch zeigt einen ganz ahnlichen Verlauf. Die Werte 
der Vorperiode bewegen sich in den gleichen Grenzen wie bei dem 
anderen Tiere; auch hier sehen wir Schwankungen um etwa 20°. 
Nach der Operation ist am zweiten Tage die Glucosefixation abnorm 
herabgesetzt, etwas weniger am dritten Tage, unmittelbar darauf setzt 
wieder eine betrachtliche Steigerung ein, die einige Tage anhalt, am 
neunten Tage jedoch verschwunden ist. Von da ab sind die Werte 
normal bis zum 37. Tage; entsprechend dem wesentlich erhéhten 
Blutzucker tritt jetzt eine starke Hemmung der Glucosefixation auf, 
die am 46. Tage heruntergeht bis auf die Halfte des niedrigsten Wertes 
in der Vorperiode. Entsprechend unseren obigen Ausfiihrungen nehmen 
wir an, daB die erste Senkung der Glucosefixation bedingt ist durch 
die Ausschiittung von Glykamin aus Leber, die zweite durch die in- 
zwischen eingetretene Sympathicotonie. 
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Hierzu sei aber ausdriicklich bemerkt, dap wir nicht in allen Faille» 
eine 80 ausgesprochene Abnahme der Glucosefixation kurz nach der Unte 
hbindung des Pankreasganges beobachtet haben: meist war sie erheblic! 
geringer, in zwei Fallen blieb sie ganzlich aus. Hingegen sahen wir, wen) 
die Tiere sympathicotonisch wurden, stets eine deutliche Hemmung 
der Glucosefixation, die um so starker in die Erscheinung trat, je hohe: 
sich der Blutzuckerspiegel des Versuchstieres itiber die Norm erhobe 
hatte. 

Wenn auch dieser Zustand der Sympathicotonie schon durch die 
Untersuchungen von Wohlgemuth und seinen Mitarbeitern als ein 
experimentell geniigend gesichertes Phainomen gelten darf, so war es 
dort wiinschenswert, noch weitere Beweise fiir seine Existenz bei- 
zubringen. Hierfiir schien uns das von Sfoll' entdeckte Gegengift 
des Adrenalins, das Ergotamin, geeignet. Denn Dietrich und Loew? 
haben gezeigt, dab, wahrend Adrenalin eine starke Herabsetzung de: 
Glucosefixation bedingt. vorherige Behandlung des Tieres mit Ergotamin 
die Adrenalinwirkung paralysiert. Demnach mubte, wenn die Herab- 
setzung der Glucosefixation bei unseren Tieren tatsiachlich auf einer 
Adrenalinamie beruhte, unter dem Einflu8 von Ergotamin die Glucose. 
fixation wieder zunehmen. 

Wir haben nun an beiden Tieren Versuche mit Ergotamin in der 
Weise ausgefiihrt, da8 wir zunachst beim niichternen Tiere Blutzucker 
und Glucosefixation bestimmten, dann 5 mg weinsaures Ergotamin 
subkutap injizierten und eine Stunde spiiter abermals Blutzucker und 
Glucosefixation ermittelten. Die Versuche wurden zu_ wiederholten 
Malen an verschiedenen Tagen ausgefiihrt und stets mit dem gleichen 
Resultat. Das Ergebnis teile ich in folgender Tabelle | mit, doch in 
Riicksicht auf den beschrankten Raum mit der Kiirzung, dab ich die 
Zahlen fiir Blutbrei und Hamatokrit fortlasse und nur den fiir die 
Berechnung wesentlichen Wert des Blutkérperchenvolumens anfiihre. 
Im iibrigen sind die Versuche genau so. ausgefiihrt, wie die eingangs 
beschriebenen. 

Aus beiden Versuchsreihen geht iibereinstimmend hervor, dal 
unter dem Einflu8 von Ergtoamin der Blutzucker deutlich absinkt. 
vor allem aber das Plasma der Tiere die Fahigkeit erlangt hat, erheblich 
mehr Glucose an die Blutkérperchen abzugeben als unmittelbar vorher. 
Wenn wir die Ausgangswerte mit 100°, im Rechnung setzen, so haben 
wir beim Kaninchen Nr. | ein Plus von 37 und von 23 ®,, beim Kaninchen 
Nr. 2 ein Plus von etwa 20 und 25%. Dieser Effekt laBt sich am zwang- 
losesten so erkliren, daB durch das Ergotamin ein Hemmungsstoff 


1 Stoll, Verb. d. Schweizer Naturf.-Ges. 1920, S. 190. 
2 Dietrich und Loewi, Pfliigers Arch. 215, 78, 1926. 
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Tabelle I. 
Glukose- 
Blut Im Plasma mg Glucose Get. 
: ; : ro lecm 
Zeit bbeporcbon- te a enschen: Blutzucker 
angeboten gefunden k6rperchen 
Kaninchen Nr. 1. 

Versuch 1. 
Gh Blutentnahme . 4,2 112.5 97.8 35 0,145 
9 10’ 5mg Ergotamin - may — = 
10 10 Blutentnahme . 4.2 109.6 89.44 4.5 0,101 

Versuch 2. 
Yh Blutentnahme 4.55 114.6 100.0 3,21 0,139 
915’ 5mg Ergotamin -- ~ -- _ _ 
19 15 Blutentnahme . 4,55 108.8 99.83 3.95 0,101 

Kaninechen Nr. 2. 

Versuch 2. 
9630’ || Blutentnahme . 4.0 110.5 97,2 3.3 0.137 
940 5mg Ergotamin — — _ - 
10 40 | Blutentnahme . 4.0 108.6 92,92 8.92 0,112 

Versuch 2. 
9630’ Blutentnahme . 42 112.0 98,9 31 0,138 
945 5mg Ergotamin — _— — - _— 
10 45 Blutentnabme . 4.2 109.9 93.6 3,88 0,101 


dus dem Plasma ausgéschaltet wird, der sich unter dem EinfluB der 
Sympathicotonie in grober Menge im Blute ansammelt. Dieser Hem- 
mungsstoff ist Adrenalin. 

Il. 


Hiernach wandten wir uns der Frage zu, wie es kommt, dab bei 
einzelnen Kaninchen die Unterbindung und Durchschneidung des 
Pankreasganges nicht zu einer Sympathicotonie fiihrt. Hier hofften 
wir gleichfalls mit Hilfe der Loewischen Fixationsmethode eine Antwort 
zu finden. Fiir diese Versuche standen uns mehrere Tiere zur Verfiigung, 
bei denen die Operation 4 bzw. 8 Monate bereits zuriicklag, und die in 
den letzten 2 Monaten stindig einen normalen Blutzucker und keine 
erhéhte Zuckertoleranz hatten. Um ganz sicher zu gehen, dal} hier 
keine Sympathicotonie — auch nicht in larvierter Form — bestand, 
fiihrten wir nach dem Vorgang von Wohklgemuth und Seo einen Cholin- 
versuch mit jedem Tiere aus. Denn sie hatten gefunden, da, wahrend 
ein normales Tier auf Cholin mit einer mehr oder weniger deutlichen 
Blutzuckersteigerung antwortet, das sympathicotonische Tier nach 
Cholin entweder gar keinen oder nur eine ganz minimale Blutzucker- 
steigerung aufweist. Ich fiihre das Ergebnis der Cholinprobe bei zwei 
Kaninchen an: 
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Kaninchen (Nr. 4), mannlich, 2300 g; am 9. August 1927 Unter. 
bindung und Durchschneidung des Pankreasganges; 17. Oktober 1927 
Blutzucker niichtern 0,087 °,, Injektion von 0.25 g Cholin hydroch| 
subkutan, Blutzucker nach 


1/, Stunde 0,128°%,, nach 1 Stunde 0,109°,, 


ie 0.131%, ., 2 Stunden 0,091 °. 


Kaninchen (Nr. 6), weiblich, 2200 g; am 14. August 1927 Unter 
bindung und Durchschneidung des Pankreasganges; am 18. Oktobe: 
1927 Blutzucker 0,093 °,, Injektion von 0,25 g Cholin hydrochl. subkutan 
Blutzucker nach 

1/, Stunde 0.129%, nach 1 Stunde 0,115°%,, 
yy a 0.132%, ., 2 Stunden 0,101 °,. 


Bei beiden Tieren ergab sich eine starke Cholinwirkung auf den 
Blutzucker; man konnte also sicher sein, daB bei ihnen eine Sympathi 
cotonie nicht bestand. 

Alsdann priiften wir das Verhalten des Plasmas der Tiere aut 
seine Fihigkeit, Glucose an Menschenblutkérperchen abzugeben. Wir 
gingen dabei in der gleichen Weise vor wie in unseren friiheren Versuchen 
und stellten an mehreren Tagen in kurzen Intervallen die GréBe der 
Glucosefixation fest. Alsdann wurden an einem Tage dem niichternen 
Tiere zunachst 15 ccm Blut entnommen, gleich darauf 5 mg Ergotamin 
subkutan gegeben und nach | Stunde wieder 15ccm Blut aus der 
Ohrvene abgelassen und in beiden Blutportionen die Glucosefixation 
bestimmt. Gleichzeitig wurden auch die Blutzuckerwerte festgelegt 
Die Resultate teile ich in der folgenden Tabelle II mit. 


Simtliche hier mitgeteilten Versuche haben iibereinstimmend 
ergeben, daB durch vorhergehende Behandlung der Tiere mit Ergotamin 
das Plasma die Fahigkeit erlangt, weit mehr Glucose an das Blut ab- 
zugeben als vorher. Der Zuwachs der Glucosefixation betragt bei 
Kaninchen Nr. 4 etwa 16 und 11°, bei Kaninchen Nr. 6 16°%, und im 
letzten Versuch sogar fast 20°,. Diese Wirkung des Ergotamins diirfte 
auch hier nur so zu erklaren sein, dab durch seine Gegenwart die Bildung 
eines sonst im Blute dieser Tiere kreisenden Hemmungsstoffes ganz 
oder teilweise verhindert wird, so da bei dessen Ausschaltung die 
Glucosefixation ansteigt, ahnlich wie bei den Tieren mit ausgesprochener 
Sympathicotonie. Nun haben Dietrich und Loewi festgestellt, dali 
beim normalen Kaninchen Ergotamin ohne EinfluB auf die Glucose- 
fixation bleibt, und wir selber haben auch bei zwei anderen Tieren 
mit Gangunterbindung ohne die Erscheinungen der Sympathicotonie 
Ergotamin wirkungslos gesehen. Aber bei den hier mitgeteilten Fallen 
ist der EinfluB des Ergotamins gar nicht zu verkennen, und so sind wir 
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Tabelle II. 
Gi ’ 
Blut. Im Plasma mg Glucose — 
Zeit kérperchen- eee Bi ann. Mee 1 com Blutzucker 
volumen wieder: blut- 


engeboten gefunden  kérperchen 0), 


Kaninchen Nr. 4. 


Versuch 1. 
9615’) Blutentnahme . 4.4 118.5 93.0 58 0.089 
9 20 5mg Ergotamin — _- — - _ 
10 20 Blutentnahme . 44 117.9 88.4 6.7 0,063 
Versuch 2. 
9b30' Blutentnahme . 3,80 1146 | 914 6.1 0,091 
935 5mg Ergotamin _ — 
10 35 Blutentnahme . 3,80 113.9 88,1 6.8 0,072 
Kaninchen Nr. 6. 
Versuch 1. 
Qh Blutentnahme . 4.0 106.3 | 83,5 5,7 0,094 
9 5' 5Smg Ergotamin — | — - 
10 15 Blutentnahme . 4,0 105.5 79.5 6.6 0.065 
Versuch 2. 
915’ Blutentnahme . 4.1 120.4 97,5 5.6 0.091 
9 25 5mg Ergotamin -- - — — - 
10 28 Blutentnahme . 4.1 120.1 92.6 6.7 0,069 


wohl berechtigt, unsere Tiere nicht mehr als ganz normal anzusehen, 
sondern als solche, bei denen doch ein leichter sympathicotonischer 
Zustand besteht. Da® dieser sonst nicht in die Erscheinung tritt, diirfte 
seinen Grund darin haben, entweder, daB die Adrenalinproduktion so 
gering ist, daB sie weder in dem Blutzuckerbestand noch in der Glucose- 
fixation zum Ausdruck kommt, was allerdings nicht recht verstandlich 
wire; oder es kénnte auch die Méglichkeit vorliegen, dab die Adrenalin- 
amie an sich gar nicht so gering ist, daB aber ihre Wirkung verdeckt 
wird durch eine gesteigerte Insulinimie. Wie diese wiederum zustande 
kommt, ob reflektorisch oder auf irgend einem anderen Wege, labt 
sich natiirlich noch nicht iibersehen. Wir méchten aber im Hinblick 
auf den verhiltnismaSig starken Ergotamineffekt glauben, dab sie 
bei unseren Tieren vorhanden war, und zwar in einem solchen Umfang, 
daB die Adrenalinwirkung durch sie paralysiert wurde. 

Bestirkt werden wir in dieser Annahme durch das Verhalten der 
Blutkérperchen dieser Tiere. 

Hdusler und Loewi haben gezeigt, daB Kaninchenblutkérperchen 
sich fiir Glucosefixationsversuche nicht eignen, da sie unter normalen 
Bedingungen nicht befihigt sind, Glucose aus Plasma in sich auf- 
zunehmen. Werden sie aber mit Insulin vorbehandelt, so erlangen sie 
diese Eigenschaft, allerdings nur in verhiltnismabig schwachem Grade. 
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Von der Uberlegung ausgehend, daB, wenn im Blute unserer Tie: 
wirklich eine vermehrte Insulinmenge kreist, dieses vielleicht auch j: 
dem Verhalten der Erythrocyten zum Ausdruck kommen kénnt: 
priften wir die Blutkérperchen auf eine etwaige Fahigkeit, aus mi! 
Zucker stark angereichertem Menschenplasma Glucose in sich aut 
zunehmen. 


Die Blutkérperchen gewannen wir, indem wir das aus der Ohrvene 


fliebende Blut in Fluornatrium — Endkonzentration 0,2 °,, — auffingen 
das Plasma scharf abzentrifugierten und zweimal mit 0,9°,ige Koch 
salzlésung behandelten. Das menschliche Plasma, das wir zu dieser 
Versuchen bendétigten, stammte ausschlieBlich von Hypertonikern und 
hatte gleichfalls einen Fluornatriumgehalt von 0,2°,. Im iibrigen 
wurden die Versuche in genau der gleichen Weise ausgefiihrt wie oben 
Wir priiften zunachst, ob die Kaninchenblutkérperchen an sich schon 
befahigt sind, Glucose zu fixieren, injizierten dann dem Tiere subkutan 
5 mg Ergotamin und untersuchten | Stunde spiter noch einmal das 
Blut. Diese Versuche wiederholten wir an unseren Tieren des éfteren. 
begniigen uns aber mit der Wiedergabe von nur je zwei Versuchen. 











Tabelle II]. 
- eae a _Meashayinm, a8 Gaese egy — 
tke 5 . J r 
_ aliaen = gebot wiedergetunden binthbeperchen 
Kaninchen Nr. 4. 
Versuch 1. 
Erste Blutentnahme . 4.5 120,4 114,2 1,6 
5 mg Ergotamin 
Zweite Blutentnahme . 4,2 120,4 112.8 1,8 
Versuch 2. 
Erste Blutentnahme . 3.8 118,8 110,4 22 
5mg Ergotamin 
Zweite Blutentnahme . 4.1 118.8 109,0 2.4 
Kaninchen Nr. 6. 
Versuch i. 
Erste Blutentnahme . 4,4 112,4 100.5 2.7 
5mg Ergotamin 
Zweite Blutentnahme . 4.5 1124 98,0 3,2 
Versuch 2. 
Erste Blutentnahme . 4,2 108,2 97,7 2,5 
5 mg Ergotamin 
Zweite Blutentnahme . 44 108,2 93,3 3,3 


Die Blutkérperchen beider Tiere zeigen ein der Norm wider- 
sprechendes Verhalten; sie sind befahigt, Glucose aus Plasma zu 
fixieren. Zwar nur in beschranktem Mae, wenn man das Fixations- 
vermégen der menschlichen Blutkérperchen zum Vergleich heranzieht ; 
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an sich jedoch ist die Glucoseaufnahme nicht unbetriichtlich. Nach 
Behandlung mit Ergotamin tritt bei Kaninchen Nr. 4 keine wesentliche 
\nderung ein. Der Unterschied ist in beiden Fallen zufallig gleich 
und betrigt im ganzen nur 1,4 mg Glucose (s. Stab 4); er tritt auch 
deshalb bei der Berechnung der Glucosefixation kaum in die Er- 
scheinung. Beim zweiten Tiere ist in Versuch | ebenfalls nur eine 
minimale Differenz von 2.5 mg Glucose zu verzeichnen, hingegen 
beim Versuch 2 eine solche von 4,4 mg, die doch schon ins Gewicht 
fallt und darauf hinzuweisen scheint, dab durch das Ergotamin in 
diesem Falle ein hemmender Faktor zum Teil beseitigt worden ist. 
Méglich, daB bei noch stirkerer Dosierung der Effekt ein deutlicherer 
gewesen wiire; das wire noch weiter zu untersuchen. Auf jeden Fall 
haben die Versuche ergeben, dab wahrend normale Kaninchenblut- 
kérperchen keine Glucose aus Plasma fixieren kénnen, in diesen beiden 
Fallen die Glukoseaufnahme eine ganz deutliche ist. Da nun, wie oben 
zitiert, Hdusler und Loewi gezeigt haben, dab die Gegenwart von 
Insulin den Kaninchenblutkérperchen eine fixierende Eigenschaft 
verleiht, so diirfen wir wohl annehmen, dab auch bei unseren Tieren 
im Blute kreisendes Insulin es ist, das die Blutkérperchen  um- 
gestimmt hat. 

Wenn wir nun auf obige Frage, wie es kommt, dab nach Gang- 
unterbindung beim Kaninchen nicht in allen Fallen eine Sympathicotonie 
sich herausbildet, eine Antwort geben sollen, so miibte sie nach unseren 
Versuchen so lauten, daB die Ausschaltung der auberen Sekretion des 
Pankreas in allen Fallen eine Adrenalinsekretion zur Folge hat. Bei 
einer groben Zahl ist sie so stark, daB sie zu einer vollkommenen Um- 
wandlung des Kohlehydratstoffwechsels fiihrt und die Tiere das Bild 
der Sympathicotonie zeigen. In anderen Fallen halt die Adrenalin- 
sekretion sich in mabigen Grenzen und ist begleitet von einer —- vielleicht 
reflektorisch hervorgerufenen gesteigerten Insulinproduktion, die 
so grok ist, daB sie den Adrenalineffekt gerade paralysiert. Ein solches 
Tier bietet nicht die geringsten Anzeichen einer Sympathicotonie und 
unterscheidet sich beziiglich seines Blutzuckerspiegels und seiner 
Zuckertoleranz nicht von einem normalen Kaninchen. 

Vielleicht laBt sich auf diese Weise auch der Effekt der Unter- 
bindung eines Pankreasausfiihrungsganges beim Hunde erklaren, die 
nach Mansfeld, Alpern und Leites zu einer ausgesprochenen Hypo- 
glykamie fiihrt. Es liegt auch hier die Méglichkeit vor, dab, wie beim 
Kaninchen so auch beim Hunde, die Unterbindung zunachst eine mabige 
Adrenalinbildung bedingt, und dab diese wiederum eine besonders 
starke Insulinproduktion auslist, die schlieblich solehen Umfang 
annimmt, daB als Endeffekt eine starke Insulinisierung des Tieres 


resultiert. 
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Zusammenfassung. 


Wahrend das Plasma des normalen Kaninchens eine bestimmt: 
nur mabigen Schwankungen unterworfene Menge Glucose an Menschen 
blutkérperchen abgibt, schafft die Unterbindung des Pankreasaus 
fiihrungsganges eine vollkkommene Umwalzung. Fast unmittelbar daraut 
ist die Glucoseabgabe stark herabgesetzt. Dies wird zuriickgefiihrt auf dic 
Ausschiittung eines die Glucosefixation hemmenden Stoffes, des Gly 
kiimins von Loew? aus der Leber infolge von Uberschwemmung des Blutes 
mit Pankreassekret. Unmittelbar danach setzt eine gesteigerte Glucose- 
abgabe ein, die aber nach einigen Tagen wieder zur Norm zuriickkehrt 
Sobald dann das Tier nach einigen Wochen Anzeichen von Sympathi- 
cotonie zeigt, sinkt die Glucoseabgabe stark unter die Norm und hiilt 
sich hier so lange, wie der sympathicotonische Zustand andauert. Die 
Ursache hierfiir ist das im Blute kreisende Adrenalin. Das wird bewiesen 
durch Versuche mit dem entgegengesetzt wirkenden Ergotamin, unter 
dessen EinfluB die Glucoseabgabefihigkeit des Plasmas wieder steigt. 

Kaninchen, bei denen nach Gangunterbindung eine Sympathi- 
cotonie ausgeblieben ist, verhalten sich beziiglich der Glucoseabgabe 
durch das Plasma zunichst wie ein normales Tier. Injiziert man ihnen 
aber Ergotamin, so steigt die Plasmawirkung an. Das beweist, dal} 
diese Tiere unter einer gewissen Adrenalinwirkung stehen. Gleich- 
zeitig besteht aber auch eine Insulinimie. Denn wahrend die Blut- 
kérperchen vom normalen Kaninchen nicht Glucose fixieren, zeigen 
die Blutkérperchen soleher Tiere ein deutliches Fixationsvermégen 
fiir Glucose, was nur durch die Gegenwart von Insulin bedingt sein 
kann. Es wird daraus gefolgert, dab die Unterbindung des Ductus 
Wirsungianus bei manchen Kaninchen zuniachst eine ganz schwache 
Adrenalinproduktion ausléist und diese wiederum vielleicht 
reflektorisch — eine Insulinmehrbildung bedingt. so dal die Adrenalin- 
wirkung paralysiert wird und ein solches Tier beziiglich seines Kohle- 
hvdratstoffwechsels den Eindruck eines vollkommenen normalen macht. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Notgemeinschaft 
Deutscher Wissenschaft verdanken. 
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Uber den Zuckerabbau in der menschlichen Placenta 
und seine Beeinflussung durch Hormone, 


Von 
S. HLayashi (Nagoya). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1928.) 


Wir wissen, dal die menschliche Placenta imstande ist, Eiweib, 
Fette und Kohlehydrate abzubauen.  Besonders dem Zuckerabbau 
hatte man von jeher die gréBbte Aufmerksamkeit zugewandt. Aber 
gerade hier war die Forschung vielfachen Schwierigkeiten begegnet 
und die Resultate waren noch bis vor kurzem durchaus widersprechend. 

Beziiglich des Glykogenabbaues gab es keine Meinungsverschieden- 
heit. Denn alle Autoren konnten iibereinstimmend das Vorkommen 
des diastatischen Ferments in der Placenta feststellen. A. Maeda! 
hat im hiesigen Institut sogar zeigen kénnen, dab die menschliche 
Placenta im Vergleich zu anderen Organen besonders reich an Diastase 
ist. Denn die von ihm hier ermittelten Mengen waren etwa vier- bis 
achtmal so groB wie in der menschlichen Leber. Als Grund hierfiir 
fand er, dab die Placentazellen die Eigentiimlichkeit haben, Diastase 
aus dem miitterlichen Blute abzufangen und in sich zu speichern 
Denn er konnte feststellen, dab das miitterliche Blut nach seinem 
Durchtritt durch die Placenta in einem Falle nur noch etwa 14°,,, in 
einem anderen sogar nur noch 2°, des urspriinglichen Wertes auf 
zuweisen hatte. 

Strittig war dagegen, ob die Placenta Disaccharide zu spalten 
vermag. Durch die Untersuchungen von A. Maeda! ist aber einwandfrei 
entschieden, daly Lactose sowohl wie Saccharose. um die der Streit 
sich in der Hauptsache drehte, von der Placenta sicherlich abgebaut 
werden, allerdings nur in geringem Grade. 


' K. Maeda, diese Zeitschr. 148, 347, 1923. 
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Besonders heftig umstritten war noch bis vor kurzem die Frag 
ob die Placenta imstande ist, Monohexosen, insbesondere Trauben 
zucker abzubauen. 


Wahrend Liepmann und Bergell' einen Abbau der Glucose in der 
Placenta annahmen, waren nach ihnen alle anderen Autoren, die sic! 
mit der gleichen Frage beschaftigt hatten, zu einem vd6llig negativen EK: 
gebnis gekommen. Das war immerhin merkwiirdig. Denn es unterliegt 
doch keinem Zweifel, dal gerade die Glucose dasjenige Kohlehydrat ist. 
das in weitaus gréBter Menge der Placenta durch das Blut zugefiihrt wird. 
Kin Teil davon wird sicherlich als Glykogen in ihr gespeichert der 
Glykogengehalt der Placenta ist bisweilen recht betrachtlich —, ein andere: 
Teil entgeht der Synthese und wird unverindert dem Fétus zugefiihrt, 
ein dritter aber mu dem Abbau unterliegen; denn sehlieBlich braucht 
die Placentazelle doch selber Glucose, um ihren eigenen Stoffwechsel 
aufrechtzuerhalten. 

Es wurde deshalb von K. Maeda zunachst ein anderer als der bisher 
beschrittene Weg eingeschlagen, um eine Antwort auf die Frage zu_ be- 
kommen, ob die Placenta in den Abbau der Glhaicose einzugreifen imstande 
ist oder nicht. Neuberg? hat gezeigt, daB beim Abbau des Traubenzuckers 
intermediar Brenztraubensaure entsteht, und daB dieses ebenso fiir tierische 
Zellen gilt wie fiir die von ihm zuerst untersuchte Hefe. Fiir den Muskel 
hat spiter MJeyerho/*® einwandfrei bewiesen, daB in ihm der Zuckerabbau 
ebenfalls tiber die Brenztraubensiure geht. Maeda hat nun gepriift, ob 
die Placenta imstande ist, Brenztraubenséiure weiter abzubauen;: das liel 
sich in der Tat mit Sicherheit feststellen. 

Sodann hat &. Tateyama* im hiesigen Laboratorium untersucht, ol 
vielleicht ein Abbauprodukt des Traubenzuckers festgestellt werden kann, 
wenn man Placentabrei auf Glucose wirken laBt. Als solehes war nach 
den grundlegenden Arbeiten von Newberg® und seinen Schiilern der Acet- 
aldehyd bekannt, fiir dessen Nachweis Neuberg eine sehr elegante und 
héchst einfache Methode angegeben hatte (Abfangmethode).  Samtliche 
Versuche Tateyamas fielen positiv aus, und er konnte zeigen, dai die 
Placenta nicht bloB aus Glucose sondern auch aus den verschiedensten 
Kohlehydraten Acetaldehyd zu bilden imstande ist. 

Endlich hat vor kurzem Loeser® mit der Warburgschen Methode be- 
wiesen, dab durch die Placenta Glucose .zu Milchséure abgebaut wird, 
und daB der Umfang der Glykolyse durch Placentazellen ein verhaltnis- 
maBig betrachtlicher ist. 


Damit ist der Beweis erbracht, dal} der Abbau der Glucose in der 
Placenta sich ebenso auf aerobem Wege (iiber Acetaldehyd) wie auf 
anaerobem Wege (iiber Milchsaure) vollziehen kann. 


' Liepmann und Bergell, Miinch. med. Wochenschr. 1905, Nr. 46. 

2 Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 31, 174, 1911; 43, 486, 1912. 

3 Meyerhof, Klin. Wochenschr. 4, 341, 1925; diese Zeitschr. 157, 
459, 1925. 

4 Tateyama, diese Zeitschr. 163, 292, 1925. 

5 Neuberg und Mitarbeiter, ebendaselbst S89, 365, 1918; 146, 164, 1924. 

® Loeser, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 13, 8S. 587. 
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Ich habe nun auf Veranlassung von Herrn Prof. Wohlgemuth die 
Frage des anaeroben Zuckerabbaues der Placenta in Reagenzglas- 
versuchen weiter studiert, einmal, um festzustellen, in welchem Ver- 
hiltnis diese zum aeroben Abbau steht, sodann, wie sich verschiedene 
Zuckerarten hiervei verhalten, und endlich, ob durch die Gegenwart 
von Hormonen eine Beeinflussung des Zuckerabbaues stattfindet. 


Die Versuchsanordnung war in allen Fallen so, daB wir die Placenta 
sehr bald nach ihrer AusstoBung von den Eihéuten trennten, in gréBere 
Stiicke zerschnitten, durch griindliches Waschen vom Blute médglichst 
befreiten und zwecks volliger Zerkleinerung zweimal durch eine Fleisch- 
maschine schickten. Meist vergingen vom Moment der AusstoBung der 
Placenta bis zum Ansetzen des Versuchs 1% bis 2 Stunden. Nach dem 
Zerkleinern wurden von dem Organbrei Portionen zu je 20g abgewogen, 
jede Portion mit 0,5 g des zu prifenden Zuckers, gelést in physiologischer 
NaCl-Lésung, versetzt, 5ccem Pufferlésung (c. a.) zugegeben und die 
an 50cem fehlende Fliissigkeitsmenge durch Zugabe von physiologischer 
Kochsalzlésung erginzt. Als Desinfizienz kamen zu jeder Portion 0,5 g 
Optochinum basicum, das in kleinen Portionen in die Mischung eingetragen 
und durch kraftiges Schiitteln gut verteilt wurde. Darauf kamen sémtliche 
Kolben auf 20 Stunden in den Brutschrank (37°C). Nach Ablauf der 
Frist wurde in Stichproben durch Abimpfen die Sterilitét der Kolben 
kontrolliert. Hiernach wurde scharf abzentrifugiert, 30ccm der iiber- 
stehenden Fliissigkeit nach Folin mit wolframsaurem Natrium + H,SO, 
enteiweiBt, 25 cem des klaren eiweiBfreien Filtrats in einem 50-ccm-MeB- 
kolben durch Kupfersulfat und Calciumhydroxyd vom Zucker befreit 
und in 10,0 cem Filtrat die Milchséure bestimmt. Wir bedienten. uns hierbei 
der von Brehme und Brahdy' angegebenen Modifikation der Clausenschen 
Methode, von deren gutem Funktionieren wir uns durch vorherige 
Kontrollanalysen mit einer Calciumlactatlésung von bestimmter Konzen- 
tration iiberzeugt hatten. Die Milchséurebestimmung unter Verwendung 
des von ihnen angegebenen Apparates erwies sich uns als éuBerst bequem, 
da man hier nur die Aufgabe hat, fiir eine konstante Temperatur des Ol- 
bades (150° C) zu sorgen. Sie gestattet, noch 0,2 mg Milchséure quantitativ 
zu bestimmen. 


Nachdem wir in Vorversuchen festgestellt hatten, dal mit obiger 
Versuchsanordnung der Nachweis von Milchsdurebildung aus Glucose 
ohne Schwierigkeit gelingt, untersuchten wir zunichst, bei welcher 
Reaktion die Milchsiurebildung am besten vor sich geht. Die von uns 
gewihlten Reaktionen umfaBten den Bereich von py 4 bis 11. 

Die hierzu erforderlichen Lisungen wurden nach der Vorschrift 
von Soerensen hergestellt. Fiir die Reaktionen py 4 bis 5 verwandten 
wir Citrat —Salzsaure, fiir py 6 bis 7 primares und sekundares Phosphat, 
fiir px 8 bis 9 Borat —Salzsiure und fiir py 10 bis 12 Glykokoll — Natron. 
Jede Portion enthielt 20g Placentabrei + 0,5 g Glucose, gelést in 
45,0 cem physiologischer NaCl-Lésung, + 5,0 com Pufferlésung + 0,5 g 


1 Brehme und Brahdy, diese Zeitschr. 175, 348, 1926. 
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Optochin. bas.; die Kontrolle enthielt nur 20 g Brei, 50 ccm physiol 
gische NaCl-Lisung + 0,5 g Optochin. bas. Die Titration des an 
Aldehyd gebundenen Bisulfits geschah stets mit n/200 Jodlésung, 
4.0 cem dieser Lisung entsprechen 0,9 mg Milchsiure. 








Tabelle I. 
mg Milchsaure Zuwachs an 
Versuch Reaktion ro 100 g Milchsaure 
in 10 com Piltrat mh OF mg 
1 Kontrolle (pq = 6,8) 0,71 67,24 
2 Py = 41 0,82 75,51 + 8,27 
3 Py = 52 0,84 78,37 + 11,14 
4 Py = 6,0 0,87 81,17 + 13,93 
5 Pu 7,1 0,88 82,10 + 14,86 
6 Py = 82 0,88 82,10 + 14,86 
7 Pu = 91 0,90 83.97 + 16,73 
8 Pu — 10,0 0.91 84,90 + 17,66 
9 Py = 112 0,89 83,04 + 15,80 


Die in Stab 3 mitgeteilten Zahlen sind die in 10 cem der eiweil- 
und zuckerfreien Lisung gefundenen Milchsiuremengen nach Abzug 
des Leerwertes, Stab 4 enthalt die fiir 100 g Placentabrei errechneten 
Mengen, Stab 5 die Differenzen gegeniiber der zuckerfreien Kontrolle. 
Der Versuch hat ergeben, da, je alkalischer die Reaktion ist, die Milch- 
siuremenge um so héher ansteigt. Am starksten war die Milchsiure- 
bildung bei py 10,0, dann fiel sie wieder ab. 


Trotz dieses Befundes, der bei allen von uns daraufhin unter- 
suchten Placenten regelmaBig erhoben wurde, haben wir unsere weiteren 
Versuche doch bei einer Reaktion ausgefiihrt, welcher der den Placenta- 
zellen eigenen am niachsten kam (py 6,7 bis 6,8), einmal, um unter 
méglichst physiologischen Bedingungen zu arbeiten, dann aber auch, 
um Vergleichswerte mit dem aeroben Zuckerabbau zu haben; denn 
Tateyama hatte seine Untersuchungen iiber Acetaldehydbildung bei 
einer Reaktion von py 6,5 angestellt. 


Von Monohexosen untersuchte ich auBer Glucose noch Liavulose 
und Galaktose und fihre als Beleg hier nur zwei Versuche an. 


Von dem Placentabrei wurden stets zwei zuckerfreie Kontrollen 
angesetzt, von denen Nr. 1 sofort auf Milchsaéure untersucht wurde, 
wahrend Nr.2 mit den zuckerhaltigen Portionen auf 20 Stunden in 
den Brutschrank kam. Der Wert fiir die nachtraglich in der zweiten 
Kontrolle mehr gebildete Milchsadure ist eingeklammert, die tibrigen 
Differenzzahlen beziehen sich simtlich auf Kontrolle 2 als Ausgangs- 
wert. 
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Tabelle 11. 
Versuch | Asia : Versuch 2 

Zusammensetzung mg Milchsaure —— mg Milchsaure Zuweths on 

in 10 100 g | ™8 Milche “FO 10 ce 100g | ™s! Milch. 

"Filtrat TH siure = "Filtrat |Placentabrei| "UFC 
Kontrollel. . ' 0,72 66,97 _— | 0,805 75,11 
Kontrolle TT. 0,77 71,37 (+ 4,4) 0,90 83.97 (+ 8,86) 
+0.5¢ Glucose. ‘| 089 8295 +1162) 0.97 90,50 + 6,53 
+0,5¢ Lavulose| 0,93 86,75 +1538) 1,10 102,63 + 18,66 
40.5gGalaktose || 0,76 71,00 — 0387) 0,98 86,77 + 2,80 


Aus der Tabelle geht zunachst hervor, dab die frischverarbeitete 
Placenta bereits groBe Mengen Milchsaure enthalt. Im Verhiltnis zu 
diesen ist der Zuwachs an Milchsiure beim Stehen des Breies im Brut- 
schrank nur ein sehr geringer. Diese groben Milchsiuremengen in dem 
frischen Brei verdanken ihre Entstehung aller Wahrscheinlichkeit 
nach dem sehr schnellen Abbau der Kohlehydrate in der Placenta. 
Vermutlich vollzieht er sich schon in der Zeit zwischen der Geburt des 
Fétus und der AusstoBung der Placenta, so dab nachher nur noch ein 
geringer Kohlehydratbestand fiir die spatere Milchsaurebildung verbleibt. 
Méglich war auch, daB die groBen Milchsiuremengen in dem frischen 
Brei nicht in der Placenta selbst gebildet sind, sondern aus dem miitter- 
lichen Blute stammen, das infolge der enormen Muskelanstrengung 
wahrend der Geburt mit Milchsaéure tiberladen ist, indem die Placenta- 
zellen einen Teil der ihnen zustrémenden Milchsaure speichern. Die 
Antwort auf diese Fragen hat bereits Loeser (1.c.) gegeben. Er hat sowohl! 
am Menschen wie am Kaninchen festgestellt, daB das aus der Placenta 
abflieBende Blut mehr Milchsiure enthalt als das der Placenta zu- 
strémende. Danach findet also in der Placenta keine Speicherung der 
Milchsaure statt, sondern eine lebhafte Milchsiureproduktion. Mithin 
diirfte unsere Annahme von dem schnellen Abbau der Kohlehydrate 
in der Placenta post partum zutreffen. Jedenfalls ist die nachtriglich 
im Brutschrank gebildete Milchséure im Verhiltnis zu der bereits vor- 
handenen eine verschwindend kleine. Die Gegenwart von Glucose 
verstirkt die Milchsiurebildung ganz betrichtlich; noch gréBer ist 
sie bei Anwesenheit der Liavulose, waihrend Galaktose von ganz 
minimalem oder gar keinem Einflu® ist. 


Auf die bessere Ausnutzbarkeit der Lavulose gegeniiber den 
anderen Hexosen haben bereits Wohlgemuth und Ikebata’ bei ihren 
Studien tiber die Milchsiurebildung in der menschlichen Haut auf- 
merksam gemacht, und den gleichen Befund hat im hiesigen Laboratorium 


1 Wohlgemuth und Ikebata, diese Zeitschr. 184, 43, 1927. 
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Takasaka' erhoben bei seinen Untersuchungen iiber die Milchsiur: 
bildung im menschlichen Gehirn. Zusammen mit unserem Befun 
hat es den Anschein, als wenn die menschlichen Zellen von allen Hexose) 
am leichtesten Livulose abzubauen imstande sind. 


Von Disacchariden untersuchte ich Saccharose, Lactose und 
saccharosephosphorsaures Natrium, von Polysacchariden Glykogen 
und lésliche Starke (Kahlbaum). Auch hier fiihre ich zwei Versuche an 
Zum Vergleich habe ich stets noch einen Versuch mit Glucose aus. 
gefiihrt. 











Tabelle 111. 
Versuch | Versuch 2 
Zusammensetzung mg Milchséure Zuwachsan|| _'™ Milchsaure Zuwachs an 
in 10cem | pro 100g 8 Milebe ity com pro 100g | ™S Milch- 
Filtrat |Placentabrei *“F || Filtrat ntabrei) = S#UFE 
KontrolleI. . . 0.79 | 7415 | | 0,69 64,38 
Kontrolle II . . O81 | 7515 ((4+ 1,0) 0,71 | 66,24 (+ 1,86) 


+0,5¢ Glucose 0,92 | 85,75 +1060 O80 | 7464 | + 840 
+ 0,5 g Saccha- 


.. Saar 0,93 87,70 + 12,55 0,82 76,51 + 10,27 
+ 0,5g saccha- 

rosephosphor- 

saures Na. . 0,84 78,37 + 38,22 0,78 72,77 + 6,53 
+ 0,5 g Lactose 0,84 78,37 + 3,22 0,76 70,91 + 4,67 
+0,5g¢ Glykogen 0,89 83,04 | + 7,89 0,83 77,44 + 11,20 
+ 0,5 g lésliche 

Starke ... 0,85 79,31 + 4,16 0,76 70,91 + 4,67 


In diesen beiden Versuchen ist die spontane Milchsaurebildung in 
der Placenta nach 20stiindigem Aufenthalt im Brutschrank noch 
schwacher als in den beiden vorher mitgeteilten Versuchen. Wir be- 
gegneten auch Placenten, bei denen sich iiberhaupt keine nachtragliche 
Milchsaurebildung ohne Zusatz von Zucker nachweisen lie3. Von den 
Disacchariden erwies sich in beiden Versuchen die Saccharose als der 
bei weitem starkste Milchsiurebildner. Die Milchsiureproduktion war 
aus saccharosephosphorsaurem Natrium viel schwacher, noch geringer 
aus Lactose. Von den Polysacchariden lieferte, wie zu erwarten war, 
das Glykogen am meisten Milchsaure ; im Versuch 2 war in der Glykogen- 
portion die Milchsiurebildung noch gréBer als bei Glucose und 
Saccharose. 


Vergleichen wir nunmehr die von mir ermittelten Werte mit den 
von Tateyama festgestellten Zahlen fiir Acetaldehyd, so sehen wir, 
daB der anaerobe Abbau der Kohlehydrate in der Placenta durch- 


+ Takasaka, diese Zeitschr. 186, 390, 1927. 
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schnittlich ein viel umfangreicherer ist als der aerobe. Das darf natiirlich 
nur als ein schatzungsweises Ergebnis betrachtet werden. Denn sicherlich 
sind weder in meinen noch in T'ateyamas Versuchen die Bedingungen 
optimale gewesen. 

Hiernach priifte ich, ob Hormone befahigt sind, den Zuckerabbau 
in der Placenta zu beeinflussen. Angesichts der Tatsache, daB in der 
Schwangerschaft, wie insbesondere die Arbeiten von M.Zondek und 
S. Aschheim' neuerdings gezeigt haben, die Hormonverhaltnisse im 
miitterlichen Blute quantitativ grundlegend verandert sind, und dab 
betrachtliche Mengen von Ovarialhormon und Hypophysenvorder- 
lappenhormon nicht bloB im miitterlichen Blute, sondern auch in der 
Placenta angetroffen werden, schien es mir wichtig, festzustellen, ob 
die Méglichkeit besteht, daB diese und noch andere Hormone in den 
anaeroben Zuckerstoffwechsel der Placenta wirksam eingreifen kénnen. 
Deshalb untersuchte ich auBer Folliculin und Hypophysin noch Insulin, 
synthetisches Thyroxin, Thymoglandol und synthetisches Adrenalin. 


Die Versuchsanordnung war hier im ,Prinzip die gleiche wie in den 
friiheren Versuchen. Es wurde eine Kontrolle mit Placentabrei allein, 
eine zweite Kontrolle mit Placentabrei +- Zucker angestellt. Als Kohle- 
hydrat wahlte ich, um méglichst giinstige Bedingungen fiir den Abbau 
zu treffen, Liavulose, da diese Hexose sich als der beste Milchsaure- 
bildner erwiesen hatte. Die Hauptportionen enthielten neben 20 g 
Placentabrei + 0,5 g Liavulose das jeweils zu untersuchende Hormon; 
durch Zusatz von Phosphatpuffer wurde die Reaktion bei py 6,7 bis 6,9 
gehalten. Bei zwei Hormonen, dem Insulin und dem synthetischen 
Thyroxin, variierte ich innerhalb einer Versuchsreihe die Dosen, um 
festzustellen, ob Anderung in den Quantitiéten von nennenswertem 
Einflu8 sind. Das Resultat von zwei Versuchsreihen gebe ich in folgender 
Tabelle wieder. 

Zunichst sehen wir auch hier wieder einen betrachtlichen Eigen- 
gehalt der Placenta an Milchsaure und in Gegenwart von Lavulose eine 
erhebliche Mehrproduktion. Von den untersuchten Hormonen erwies 
sich Insulin als der bei weitem stiirkste Férderer der Milchsaéurebildung. 
Dabei zeigte sich aber, daB ein zu groBer UberschuB an Insulin den Effekt 
wieder abschwachen kann. Diese Aktivierung der Milchsdurebildung 
durch Insulin in der Placenta steht allerdings zum Teil in Widerspruch 
mit dem, was bisher hieriiber bekannt geworden ist. So haben Meyerhof 
und Lohmann? eine Anderung des Stoffwechsels der grauen Hirnsubstanz 
in Gegenwart von Insulin nicht beobachtet, nur die Atmung fanden sie 


1 M.Zondek und S. Aschheim, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 28, 5. 1321 


und 1322. 
2 Meyerhoj und Lohmenn, diese Zeitschr. 171, 381, 1926. 
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Tabelle IV. 
Versuch 1 Versuch 2 
mg Milchsaure aes ‘mag Milchedure | in 
Zusammensetzung ys z Zuwechs | 3 22 
& we é te a 
32 83 | Mic 88 | 83 | §2 
=e} ef | “ | <= | 98 | 8 
3 “e mg 8 “= mg 
re 0.76 70,91 0.51 48,58 
20¢ - +-0,5g Lavulose . . (0,94 = 87.70 0.67 62.51 
20g * + Insulin (10 E.). . (1,15 | 107,29 + 19,95)0,82 | 75.51 /+ 13.0 
20g i a s (80 E.). . (1,10 | 102,63 +1490) - -— _— 
20g on + Thyroxin(10mg). 1,03 9610 + 840 0.73 | 68,11 + 5.60 
20g » (89mg) . ||0,99 | 92,37/+ 467) — | — | — 


+ 
20g ” + Folliculin 

(200 Miuse-K.)........ 1,02 95,16 + 646 0,76 70,91 +840 
20g Placenta + Hypophysin (Hochst) 


ee ns woe ae a we kes 4) ele 0.935 87,24 0,46 0,675 62,98 + 0.37 
20g Placenta + Thymoglandol 
(Grenzach) 3eem ....... 0,985 91,90 + 4,200.72 67,18 + 4.67 
20g Placenta + Adrenalin synth. 
DOR eth. srt in areletrs « 1,00 93,33 + 5,60 0,756 70,53 + 8.02 


bisweilen etwas erhéht. Wohlgemuth und Klopstock' sahen bei der 
Untersuchung der Haut in der Warburgschen Versuchsanordnung 
einen abschwachenden Einflu8 des Insulins auf die Atmung, auf die 
anaerobe Glykolyse nur in einem einzigen Versuch eine Steigerung, in 
allen anderen keine Wirkung. In spiteren Reagenzglasversuchen 
fanden Wohlgemuth und Ikebata*, daB zwar die lebensfrische menschliche 
Haut durch Insulin in ibrer Milchsiurebildung aus Kohlehydraten 
nicht beeinfluBt wird, sehr stark dagegen die Leichenhaut und ebenso 
die Haut von Diabetikern. 


Thyroxin férdert gleichfalls die Milchsiurebildung in der Placenta, 
allerdings nicht in so ausgedehntem MaBe wie das Insulin, auch hier 
waren groBe Dosen weniger wirksam als kleine. 


In dem gleichen Ausma8 wie Thyroxin wirkte das Folliculin, das 
wir in Dosen von 200 Mauseeinheiten (Zondek) zu unseren Versuchen 
verwandten. Hypophysin war in den beiden hier mitgeteilten und 
noch in anderen Versuchen ganzlich wirkungslos. Thymoglandol 
férderte nur schwach die Milchsiurebildung; starker dagegen war die 
Wirkung des synthetischen Adrenalins, von dem stets 5 mg zur An- 
wendung kamen. 


1 Wohlgemuth und Klopstock, diese Zeitschr. 175, 212, 1926. 
2 Wohlgemuth und Ikebata, ebendaselbst 186, 43, 1927. 
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Im AnschluB an diese Untersuchungen habe ich auf Veranlassung 
von Herrn Prof. Wohlgemuth noch gepriift, ob menschliche Placenta im- 
stande ist, Methylglyoral anzugreifen. 


Nach dem heutigen Stande unseres Wissens darf man wohl an- 
nehmen, daB das Methylglyoxal intermediaér beim Zuckerabbau in der 
Zelle entsteht. Im Reagenzglas ist die Uberfiihrung von Zucker in 
Methylglyoxal schon lange gegliickt; fiir die Zellvorgange fehlt indes 
noch der strikte Beweis fiir das Auftreten von Methylglyoxal als 
Zwischenstufe bei der Milchséiurebildung aus Zucker. Aber nachdem 
Neuberg' und gleichzeitig Dakin und Dudley* gezeigt haben, daB in 
Leber- und Muskelzelle ein Ferment vorhanden ist, das diesen Kérper 
nahezu quantitativ in Milchséure tiberfiihrt, und Newberg und seine 
Schule das Vorkommen des Methylglyoxal umwandelnden Enzyms 
auch in allen pflanzlichen Zellen nachgewiesen haben, muB jene An- 
nahme in hohem Mabe als berechtigt erscheinen. Auer in den ge- 
nannten Organen hat man dieses Ferment — nach Neuberg Keton- 
aldehydmutase, nach Dakin und Dudley Glyoxalase benannt — auch 
in Nierenzellen und Leucocyten mit Sicherheit nachweisen kénnen. 
Der Nachweis beruht auf der Umwandlung des Methylglyoxals in 
Milchsiure unter Aufnahme von 1 Mol H,0. 


Ich priifte nun, ob auch die menschliche Placenta imstande ist, 
aus Methylglyoxal Milchsaiure zu _ bilden. 


Die Versuche wurden so angestellt, daB von einem in der oben 
beschriebenen Weise frisch bereiteten Placentabrei 20 g versetzt wurden 
mit 100cem physiologischer Kochsalzlésung +- 1,0 ccm einer 10 °,igen 
wisserigen Methylglyoxaliésung unter Zugabe von 1,0g Calcium- 
carbonat zwecks Sicherstellung der neutralen Reaktion und von 1 ccm 
Toluol. Die Kontrolle von der gleichen Zusammensetzung enthielt 
kein Methylglyoxal. Beide Portionen kamen in den Brutschrank und 
wurden in Intervallen von 24 Stunden gepriift, ob Methylglyoxal noch 
vorhanden ist. Diese Priifung geschah nach Newberg mit Hilfe von 
p-Nitrophenylhydrazin-acetat, das noch minimale Spuren durch Bildung 
eines schwerléslichen Osazons anzuzeigen imstande ist. Nach 24 Stunden 
waren noch Spuren nachweisbar, nach 48 Stunden waren auch diese in 
allen Versuchen verschwunden. Hiernach wurde ein aliquoter Teil 
der Versuchsfliissigkeit nach Folin mit wolframsaurem Natrium und 
H, SO, enteiweifBt, das Filtrat durch Behandeln mit Kupfersulfat und 
Calciumhydroxyd von etwaigen Zuckerspuren befreit und im Filtrat 


1 Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913, 
2 Dakin und Dudley, Journ. of biol. Chem. 14, 423, 1913; 15, 127 
und 463, 1913; 16, 505, 1914. 
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die Milchsdiure quantitativ bestimmt. In der folgenden Tabelle teile 


ich das mit drei verschiedenen Placenten gewonnene Resultat mit. 











Tabelle V. 
Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 3 
Zusammensetzuny Milchsaure eng Milchsaure Pitas: | Milchsaure oe od 
a | mg mg mg mg | mg mg 
Kontrolle. .. 10,8‘ | my 9,1 
+ 0,1g Methyl- 
glyoxal. . . 1125 | +102,2) 107.7 + 99,3 113.4 + 1043 


Die mitgeteilten Zahlen entsprechen in allen Versuchen dem Milch- 
siuregehalt der gesamten Versuchsfliissigkeit. 

Hiernach sehen wir, da8 alle drei Placenten das Methylglyoxal 
in Milchsiure umgewandelt haben. Die Umwandlung entspricht nicht 
voll der Theorie, nach der 100°, Milchsiure zu erwarten waren. 
Im ersten Versuch betrigt die Ausbeute 81°, im zweiten 79,5°,, im 
dritten 83,4 %. 

Zusammenfassung. 


1. Der anaerobe Zuckerabbau in der menschlichen Placenta ist 
am stirksten bei einer Reaktion von py = 10. 

2. Von Hexosen erwies sich die Lavulose als der bei weitem stirkste 
Milchsaurebildner, dann folgt Glucose; fast ohne Wirkung oder ganz 
wirkungslos ist Galaktose. Von Disacchariden liefert Saccharose am 
meisten Milchsiure, weniger saccharosephosphorsaures Natrium und 
Lactose; von Polysacchariden wird Glykogen am besten abgebaut. 

3. Die verschiedensten Hormone wirken auf den anaeroben Zucker- 
abbau der Placenta férdernd. Nach ihrer Wirkungsstirke geordnet, 
ergibt sich folgende Reihenfolge: Insulin, Folliculin, synthetisches 
Thyroxin, synthetisches Adrenalin, Thymoglandol, Hypophysin. 

4. Die menschliche Placenta ist imstande, Methylglyoxal in Milch- 
siure umzuwandeln, enthilt also, wie die Muskel- und Leberzelle, 
Ketonaldehydmutase. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Notgemeinschaft 
Deutscher Wissenschaft zu verdanken haben. 
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Stellt Meerwasser eine physiologisch-aiquilibrierte Lésung 
fiir isolierte Organe der Warmbliiter dar? 


Von 
S. W. Ziganow. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium des Medizinischen Staats 


instituts in Odessa.) 
(Eingegangen am 22. Mdrz 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorigen Arbeit haben wir (1) iiber unsere Beobachtungen 
berichtet, die sich darauf zuriickfiihren lassen, dab dem Froschblute 
isotonisch gestaltetes Meerwasser (Schwarzmeerwasser) eine aus- 
gezeichnete Durchstrémungsfliissigkeit fiir das isolierte Froschherz 
abgeben kann. Spiiter hat es sich erwiesen, dab dies nicht allein von 
dem isolierten Froschherzen gilt, sondern auch von den anderen Frosch- 
organen. Es wurden Versuche an isoliertem Magen, Darm, an isolierten 
Hinterextremitaten (Praparat von Trendelenburg), an isoliertem Blut 
und Auge von Fréschen ‘angestellt.’. Alle Organe behielten lange Zeit, 
hindurch ihre Lebensfaihigkeit und Reaktion gegeniiber verschiedenen 
pharmakodynamisch-aktiven Stoffen (Adrenalin, Lecithin, KCN, 
CaCl, u. a.). Versuche auf Zeitdauer haben gezeigt, dab das isolierte 
Froschherz seine Leistungsfahigkeit bis 6 Tage lang behielt, wobei nach 
Ablauf dieser Zeit das Zugrundegehen wahrscheinlich durch septische 
Prozesse herbeigefiihrt wurde. 

Es hat sich herausgestellt, dal’ Meerwasser seinen Eigenschaften 
nach die Ringersche Lésung, die zu besagtem Zwecke verwendet wird, 
iibertrifft. 

Nach dem Gesagten war natiirlich zu erwarten, dab auch fiir die 
isolierten Organe der Warmbliiter das isotonische Meerwasser sich als 
ein wenn nicht gutes, so doch jedenfalls ertragliches Medium erweisen 
wird. Hédber (2) sagt z. B., daB die Organe der Wirbeltiere wihrend des 
Lebens von einer dem Meerwasser ahnlichen Fliissigkeit bespiilt werden. 

Nach Qvinton (3) stellt der tierische Organismus ein Seeaquarium 
dar, in dem unsere Zellen und Gewebe sich badend leben. Wie dem 
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auch sei, meint Bayliss (4), seine und Maccallums Ausfiihrungen zu. 


sammenfassend, das durch Verdiinnung dem Blute isotonisch gestaltete 
Meerwasser ist trotz der vorhandenen iiberschiissigen Magnesiummenge 


eine sehr wirksame physiologische Lésung. 

Nach Loeb (5), Qvinton (3), Maccallum (6) u. a. sind die ersten 
Lebewesen, im Meere entstanden, aus dem Wasser ans Land gewandert 
und haben die Salzzusammensetzung des Meerwassers in ihrem Blute 
behalten. 

Die Vererbungskraft erhalt konsequent diesen urspriinglichen, am 
Lebensmorgen im priikambrischen Ozean erworbenen Salzkomplex 
Das Meer aber wurde spiter salzhaltiger, da es einerseits neue Salze 
mit dem FluBbwasser bekam und andererseits durch Ausdunstungen 
Wasser verlor. Ebenso enthielt der Ozean friiher weniger Magnesium, 
da MgCl, in MgO iiberging und sich absetzte. 

Dadurch eben erklart sich der Umstand, dab jetzt zwischen dem 
Ozeanwasser und dem Blutserum der héheren Wirbeltiere im Verhaltnis 
von Magnesiummenge und gesamter Salzkonzentration ein Unterschied 
besteht. 

Die iiber die Frage nach dem EinfluB von Meerwasser auf die 
héheren Wirbeltiere und auf einzelne isolierte Organe derselben vor- 
handene Literatur ist sehr spirlich. 


Auber der klassischen Arbeit von R. Qvinton sind noch experimentelle 
Untersuchungen von JL. Hallion (7), EF. Hédon (8), C. Fleig (9) und die 
neuerdings veréffentlichten Arbeiten von G. Ghirardi (10), V. Gaetano (11) 
und 7’. Gayda (12). R. Qvinton (3) arbeitete mit Wasser, das im Atlantischen 
Ozean bei Arcachon genommen wurde. Seine Versuche haben gezeigt, dal) 
man dem Hunde bis 104°, seines Kérpergewichts isotonisches Meerwasser 
in die Vene ohne irgendwelche schadliche Folgen langsam einfiihren kann. 
‘Ebenso kann man beim Hunde einen Teil des in kurzer Zeit entleerten 
Blutes (40,0 pro Kilogramm Kérpergewicht in 4 Minuten) durch isotonisches 
Meerwasser ersetzen. Weibe Blutkérperchen des Menschen und andere: 
héherer Wirbeltiere fiihrten, in eine isotonische Meerwasserlésung gebracht, 
ihre amébenartigen Bewegungen bis 21 Stunden lang aus. In Fleigs (9) Ver- 
suchen bewegten sich Spermatozoiden in Meerwasser mehrere Stunden lang, 
ebenso wie solche, die vorléiufig in Meerwasser gewaschen, in demselben 
10 bis 15 Stunden auf Eis konserviert und dann in ein warmes Medium 
gebracht wurden. Hédon (8) und Fleiqg kamen auf Grund ihrer Unter 
suchungen zu dem Schlusse, daB isotonisches Meerwasser nicht imstande sei, 
die normalen Kontraktionen des Kaninchenherzens zu unterhalten, obwoh! 
das mit Meerwasser durchspiilte Herz innerhalb eines langen Zeitraumes 
seine Lebensfahigkeit behalt und bei Durchleitung einer iiblichen Durch- 
strémungsfliissigkeit sich zu kontrahieren beginnt. Woran das liegt, das 
wissen die Autoren nicht zu erkléiren, meinen aber, daB dies nicht am 
Magnesium liegt, da der Zusatz von Chlor- oder Brommagnesium zur 
Ringerlésung im Verhaltnis, in dem diese Salze im Meerwasser enthalten 
sind, keinerlei nur einigermaBen wahrnehmbaren Einflu®8 auf die Tatigkeit 
des isolierten Herzens ausiiben. Der isolierte Kaninchendarm wird nach den 








Ist. 


Aut 
nm 
aus 
yew 
une 
auc 
ist. 
wa: 
was 
Na 
Los 
hal 
Ub 


de 


wi 








Zi\l- 
ltete 


“*nve 


Sten 
lert 
lute 


m 
Nis 


ed 





|.t Meerwasser eine physiologisch-aéquilibrierte Lésung fiir Organe usw. 335 


Autoren von Meerwasser nicht ungiinstig beeinfluBt, und dasselbe gestattet 
inm, sich langere Zeit hindurch zu kontrahieren. G. Ghirardi (10), der Wasser 
aus dem Adriatischen Meere (Neapel, Venedig) verwendete, hat nach- 
vewiesen, daB isotonisches Meerwasser, ebenso wie angesduertes, alkalisiertes 
und solehes mit Glucosezusatz, sowohl fiir das isolierte Kaninchenherz als 
auch fiir andere Organe (Darm, Uterus) dieses Tieres durchaus toxisch 
ist. Von Magnesium befreites Meerwasser verlor seine Ciftigkeit. Meer- 
wasser, dem Ca zugegeben wurde, belebte das durch gewéhnliches Meer 
wasser gelihmte Herz. Am Darm und Uterus traf das jedoch nicht zu. 
Nach Ghirardis Ausfiihrungen kann Meerwasser nicht als physiologische 
Losung fiir die Organe der Séuger angesehen werden, da die darin ent- 
haltenen Ca- und Mg-lonen nicht aquilibriert sind und das Mg in bedeutendem 
UberschuB vorhanden ist. 

T. Hayda (12) fiihrte Kaninchen 10 bis 40 cem Meerwasser langsam in 
die Vene ein und fand, da®B eine verstarkte Erregbarkeit des Atmungs- 
zentrums und eine gesteigerte Lungenventilation eintritt. 


Unsere Versuche stellten wir mit Schwarzmeerwasser an (Odessaer 
Bucht), das ein isoliertes Bassin darstellt. In der vorigen Arbeit haben 
wir eine vergleichende Zusammensetzung des Ozeanwassers und 
Schwarzmeerwassers angefiihrt. © Das Schwarzmeerwasser entspricht 
dem Verhaltnis der Hauptionen nach fast genau dem typischen Ozean- 
wasser. 

Die Uhereinstimmung in der Beziehung zwischen einzelnen Kationen 
im Schwarzmeer- und Ozeanwasser war fiir uns ein sehr giinstiger 
Umstand, wenn man den Binnencharakter des Schwarzen Meeres 
bedenkt. Im Wasser der anderen isolierten Meere liBt sich ein) derartiges 
Verhaltnis nicht nachweisen. So unterscheidet sich z. B. das Ver- 
haltnis zwischen einzelnen Kationen im Mittellindischen Meere be- 


deutend von demselben im Ozean. 


! 
Von uns wurden drei Versuchsserien angestellt. 


1. Versuche, wo ein Teil des Blutes durch Meerwasser ersetzt wurde. 


Diese Versuche wiederholen Qvintons Experimente, aber mit Schwarz- 
meerwasser. Wir fiihrten elf solehe Versuche an Hunden aus. Den Tieren 
wurde unter Ather-Chloroformnarkose oder in Hypnose die Vena jugularis 
und Arteria carotis absepariert. Aus der Arterie wurde auf einmal eine 
bestimmte Menge Blut entnommen, die in Kubikzentimeter gemessen wurde, 
und dann eine gleich groBe oder etwas gréBere Menge dem Blute isotonisch 
gestaltetes und bis 38°C erhitztes Meerwasser (spezifisches Gewicht 1,007, 
nach Qvinton) eingefiihrt. Es wurden von 20 bis 42 cem Blut pro Kilogramm 
Kérpergewicht des Tieres entnommen. Bei groBen Aderlassen wird die 
Atmung gegen Ende allmahlich schwacher. Sofort nach Beginn der Meer- 
wasserinfusion besserte sich die Atmung und war gegen Ende der Operation 
sowohl der Frequenz als auch der Tiefe nach normal. Der Zustand der 
Hunde war nach erfolgter Infusion durchaus befriedigend, obwohl dabei 
eine der A.carotis unterbunden und die Blutversorgung einer Gehirn- 
partie, wenn auch nur voriibergehend, gehindert wurde. 
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Nachstehend der Protokollauszug eines von unseren Versuchen. 

Versuch (14. November 1926). Hund, weiblich, wei, trachtig. Kérper- 

gewicht 12050,0g. Ohne Narkose. 11 Uhr 5 Minuten einmalige Blut 
entnahme von 500cem. Um 11 Uhr 11 Minuten Infusion von 600 cx 
isotonischen Meerwassers von 38° in die Vene. Vom Tische heruntergelassey, 
lief das Tier davon und verkroch sich in einen Winkel. Um 12 Uhr 15 Mi 
nuten steht das Tier auf, folgt dem Rufe; sich selbst iiberlassen, bleibt das 
Tier liegen. 
3 Am anderen Tage normaler Zustand. Frift, trinkt, beiBt sich mit 
anderen Hunden um den FraB. Hat am 2. November vier lebende Junge 
geworfen. Blieb 12 Tage darauf nach einem schweren Experiment mit 
Strychnin am Leben, befand sich noch einen Monat lang im Laboratorium 
und wurde dann freigelassen. 

Ferner wurden, im AnschluB an eine andere unserer Arbeiten (13), Ver 
suche mit Teilersatz des Blutes durch Meerwasser an Hunden angestellt, 
die vorher mit Phenol vergiftet waren, das bekanntlich an und fiir sich 
eine depressive Wirkung auf das verlingerte Gehirn ausiibt. Bei solchen 
Versuchen an Hunden wurden 15 bis 24 cem Blut pro Kilogramm Kérper- 
gewicht entnommen. Nach Meerwasserinfusion verminderten sich die Ver- 
giftungssymptome. Auch hier konnte keine schadliche Wirkung des Mee 
wassers auf das Atmungszentrum beobachtet werden. 


2. Versuche an isolierten Darmabschnitten. 


Die Versuche wurden nach der Methodik von .Wagnus an Abschnitten 
des isolierten Darmes von Kaninchen, weiben Ratten und weiben Mauser 
angestellt. Alle Versuche ergaben durchaus gleiche Resultate. Die in bis 
38°C erhitzte isotonische Meerwasserlésung gebrachten Darmabschnitte 
behielten ihre normalen rhythmischen Bewegungen viele Stunden hindurch. 
Die Beobachtungen dauerten bis 5 Stunden. An solchen itiberlebenden 
Darmabschnitten haben wir die Wirkung verschiedener pharmakodynami 
scher aktiver Stoffe (Adrenalin und anderer) untersucht. Es ergab sich 
stets ein sehr beweisendes Bild. Das Schwarzmeerwasser erwies sich als 
ein sehr gutes physiolagisches Medium fiir den isolierten Darm verschiedenet 
Warmbliiter. 

Die nachstehenden Kurven illustrieren das Gesagte. 





Abb. 1. 


Kontraktionen eines Diinndarmabschnitts der weifen Ratte in Meerwasser 
2 Stunden nach Beginn des Versuchs. 
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Unsere Versuche mit dem isolierten Darm bestatigen vollkommen 
die Angaben von Hédon (8) und Fleig und stehen in Widerspruch mit den 
von Ghirardi (10) gewonnenen Ergebnissen. Das gegenseitige Verhéaltnis 





Abb. 2. 


Kontraktionen eines Diinndarmabschnitts der weifen Maus in Mecrwasser 
3 Stunden nach Beginn des Versuchs. 


der Kationen des Wassers im Mittellindischen Meere, das von Ghirardi (10) 
bei den Versuchen verwendet wurde, unterscheidet sich sehr von demjenigen 
der Blutserumkationen (siehe Tabelle). 





Aut 1000 ccm Wasser Autor Na K Ca Mg 
ee > © «a 6 & «os Makin 10.66 0.402 0.427 1.402 
Sechwarzmeer ...... Lebedintzew 5.14 0.185 0,235 0.627 
Mittellandisches Meer . . Wirt: 10,7 0,004 0.05 3.0 
Caspisches Meer... . Wirt: 1.14 0.14 O19 041 
Rinderserum ...... Bunge 4.35 0,25 O43 0.05 


Dadurch eben sind héchstwahrscheinlich die negativen Ergebnisse 
der Untersuchungen dieses Autors zu erkliren. 


3. Versuche am ‘isolierten Herzen. 


Die Versuche wurden nach Langendorjjs Verfahren an Katzenherzen 
ausgefiihrt. Unter Athernarkose wurde die Brusthéhle geéffnet, das Herz 
isoliert und an die Kaniile des Apparats gehiingt. Es wurden zehn Ver- 
suche mit Meerwasser und drei Kontrollversuche mit der Ringer-Lockeschen 
Lésung angestellt. Beim Durchstrémen des Herzens mit isotonischem 
Meerwasser trat nie ein regelmaBiger Herzschlag ein. Das Herz ging fort- 
wahrend in den Zustand der Diastole iiber, und solange das Durchstrémen 
mit Meerwasser fortgesetzt wurde, waren nur fibrillare Zuckungen des 
Herzmuskels zu beobachten. Der Ersatz des Meerwassers durch Ringer- 
Lockesche Lésung, sogar 4 Stunden nach Beginn des Versuches, léste 
sofort normale Herzkontraktionen aus. Folglich war der Herzmuskel 
nicht beschidigt. Der Zusatz verschiedener Mengen von CaCl,, KCl, 
Glucose zum Meerwasser fiihrte keine Anderung der Sachlage herbei: 
das Herz kontrahierte sich nicht. Adrenalinzusatz (Verdiinnung 1: 10000000) 
zum Meerwasser oder das Hineinbringen von Adrenalin in die das Herz 
speisende Réhre rief alsbald normale, sehr starke Herzkontraktionen 
hervor, die so lange fortdauerten, bis das Herz mit Adrenalinlésung bespiilt 


wurde. 
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Unsere Versuche bestatigen somit Hédons und Fleigs Angaben. Meer 
wasser, das eine das Herz konservierende Fliissigkeit ist, kann jedocl 
dessen normale funktionelle Tatigkeit nicht unterhalten. Nach Hédon (8) 
und Ghirardis (10) Versuchen bringt der Zusatz von Magnesiumsalzen zur 
Ringerlésung in Mengen, in denen sie im Meerwasser enthalten sind, dem 
Herzen keinen wesentlichen Schaden, und andererseits wird von Magnesium. 
salzen freies Meerwasser gut vom Herzen vertragen. 

Die Frage nach der Toxizitaét des Meerwassers fiir isolierte Warm. 
bliiterherzen ist augenscheinlich bedeutend verwickelter, als das auf den 
ersten Blick scheinen mag. 


Die Frage ist jedenfalls vom biologischen Standpunkte aus von 
grobem Interesse, da sie zeigt, dab fiir die Selbsttatigkeit eines so hoch 
organisierten Objekts wie das Herz der héheren Warmbliiter fernere 
Aquilibrierungsbedingungen erforderlich sind als fiir andere Organe 
desselben Tieres, z. B. fiir den Darm. 


Die giinstige Wirkung von Adrenalin auf das durch Meerwasser zum 
Stillstand gebrachte Herz zeigt, dab die normale Funktion des sym- 
pathischen Nervensystems unter dem EinfluB von Meerwasser gestort 
wird. Um so mehr, als am isolierten Darm, wo besagtes System um- 
gekehrt, d. h. depressiv wirkt, keine funktionelle Stérung beobachtet 
wird. Der Darm kontrahiert sich in Meerwasser stets energischer als 
in der Ringer-Lockeschen Fliissigkeit. 

Wenn auch das Gesagte uns den unterschiedlichen EinfluB des 
Meerwassers auf Herz und Darm erklart, so bleibt doch die Frage, von 
welchen Bestandteilen des Meerwassers das abhingt, offen und bedarf 
eines weiteren Studiums. 

Auf Grund des Dargelegten glauben wir uns zu folgenden Schliissen 
berechtigt : ‘ 

1. Dem Blute isotonisch gestaltetes und bis zur Kérpertemperatur 
erhitztes Schwarzmeerwasser kann in die Blutbahn des Warmbliiters 
ohne irgendwelche Folgen eingefiihrt werden und einen Teil des Blutes 
(bis 40cem pro 1 kg Kérpergewicht) bei Blutverlust und Vergiftung 
ersetzen. 

2. Schwarzmeerwasser kann, durch Verdiinnung dem_ Blute 
isotonisch gestaltet, als physiologisch aquilibriertes Medium fiir den 
isolierten Darm der Warmbliiter bei physiologischen und pharmako 
logischen Untersuchungen dienen. 


3. Dem Blute isotonisch gestaltetes Schwarzmeerwasser kann zu 
langdauernder Konservierung des isolierten Warmbliiterherzens dienen, 
vermag aber nicht dessen normale Arbeit zu unterhalten. Dabei hat 
augenscheinlich eine Depression der Tatigkeit des sympathischen 
Nervensystems statt. 
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4. Beim Studium verschiedener Aquilibrierter Lésungen miissen 
deren Priifungen nicht blob am ganzen Tiere, sondern an einzelnen 
isolierten Organen angestellt werden, die unterschiedliche autonome 
Innervation haben. 

5. Bei Verwendung von Meerwasser einzelner isolierter Bassins 
mu deren bisweilen spezifischer Salzgehalt beriicksichtigt werden, 
und die Wirkung des Binnenwassers darf man nicht mit der des Ozean- 
wassers identifizieren. 
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Ringerlésung in Mengen, in denen sie im Meerwasser enthalten sind, dem 
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bliiterherzen ist augenscheinlich bedeutend verwickelter, als das auf den 
ersten Blick scheinen mag. 


Die Frage ist jedenfalls vom biologischen Standpunkte aus von 
groBbem Interesse, da sie zeigt, dab fiir die Selbsttatigkeit eines so hoch 
organisierten Objekts wie das Herz der héheren Warmbliiter fernere 
Aquilibrierungsbedingungen erforderlich sind als fiir andere Organe 
desselben Tieres, z. B. fiir den Darm. 


Die giinstige Wirkung von Adrenalin auf das durch Meerwasser zum 
Stillstand gebrachte Herz zeigt, dab die normale Funktion des sym- 
pathischen Nervensystems unter dem EinfluB von Meerwasser gestért 
wird. Um so mehr, als am isolierten Darm, wo besagtes System um- 
gekehrt, d. h. depressiv wirkt, keine funktionelle Stérung beobachtet 
wird. Der Darm kontrahiert sich in Meerwasser stets energischer als 
in der Ringer-Lockeschen Flissigkeit. 

Wenn auch das Gesagte uns den unterschiedlichen EinfluB des 
Meerwassers auf Herz und Darm erklart, so bleibt doch die Frage, von 
welchen Bestandteilen des Meerwassers das abhingt, offen und bedarf 
eines weiteren Studiums. 


Auf Grund des Dargelegten glauben wir uns zu folgenden Schliissen 
berechtigt : 

1. Dem Blute isotonisch gestaltetes und bis zur Kérpertemperatur 
erhitztes Schwarzmeerwasser kann in die Blutbahn des Warmbliiters 
ohne irgendwelche Folgen eingefiihrt werden und einen Teil des Blutes 
(bis 40cem pro 1 kg Kérpergewicht) bei Blutverlust und Vergiftung 
ersetzen. 

2. Schwarzmeerwasser kann, durch Verdiinnung dem _ Blute 
isotonisch gestaltet, als physiologisch aquilibriertes Medium fiir den 
isolierten Darm der Warmbliiter bei physiologischen und pharmako 
logischen Untersuchungen dienen. 


3. Dem Blute isotonisch gestaltetes Schwarzmeerwasser kann zu 
langdauernder Konservierung des isolierten Warmbliiterherzens dienen, 
vermag aber nicht dessen normale Arbeit zu unterhalten. Dabei hat 
augenscheinlich eine Depression der Tiatigkeit des sympathischen 
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4. Beim Studium verschiedener Aquilibrierter Lésungen miissen 
deren Priifungen nicht blob am ganzen Tiere, sondern an einzelnen 
isolierten Organen angestellt werden, die unterschiedliche autonome 
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Uber den Stoffwechsel stationirer und wachsender Gewebe. 


Von 
0. Rosenthal und A. Lasnitzki. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Universitaéts-Instituts fiir Krebs- 
forschung an der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 22. Mdrz 1928.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 

Es ist das Ziel dieser Arbeit, die bisherigen Kenntnisse vom Stoff- 
wechsel stationirer und wachsender Gewebe durch _ vergleichende 
Untersuchungen an menschlichen und tierischen Geweben zu ergiinzen 
und zu erweitern. 
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!. Methodische Vorbemerkungen. 
1. Entnahme und Prdparation der Gewebe. 


Von den meisten Geweben, die zur Untersuchung gelangten, wurden 
unmittelbar nach ihrer Entnahme aus dem Kérper Rasiermesserschnitte 
angefertigt, welche fiir die in Ringerlésung vorgenommenen Stoffwechsel- 
messungen zundachst in zimmerwarmer, glucose- und bicarbonatfreier 
Ringerlésung, fiir Stoffwechselmessungen im Serum in dem entsprechenden 
Serum suspendiert wurden oder, falls dessen Menge zu gering war, in in- 
aktivem Pferdeserum. 

Nur die Schleimhaute tierischer Herkunft (Ratte und Kaninchen) 
wurden von dem auf planer Unterlage ausgebreiteten Ursprungsorgan 
mit der schmalen Kante eines Objekttragers oder einem stumpfen Nickel- 
spatel abgezogen. Ebenso wurde die Muscularis des Kaninchendickdarms 
von der Schleimhaut getrennt. 

Es vergingen von der Tétung des Tieres bzw. operativen Entnahme 
des menschlichen Gewebes bis zum Beginn der manometrischen Messung 
60 bis 90 Minuten ( Vorberettungszeit), wovon 15 bis 20 Minuten auf die Zeit 
vom Einhaéngen der Manometer in den Thermostaten bis zum beendeten 
Druck- und Temperaturausgleich entfallen. 

Hierzu ist zu bemerken, daB eine gleich lange Vorbereitungszeit nicht 
die gleiche Kérperfrische der Gewebe von Tier und Mensch gewalhrleistet. 
Bei den Geweben vom Menschen bedingt die fortschreitende Unterbindung 
der GefaéBe wahrend der Operation eine mehr oder minder lange Anaerobiose 
bei Kérpertemperatur bis zur Entnahme, wahrend der ein Stoffaustausch 
nur in beschrinktem Umfange mdéglich ist. Der Grad dieser Operations- 
schddigung hangt also von der Dauer der Operation, der Gefaiversorgung, 
der Stoffwechselintensitat des Gewebes und der Temperatur ab, bei der 
das Gewebe bis zur Entnahme gehalten wird, Faktoren, deren GréBe sich 


schwer abschatzen abt. . 


2. Die manometrische Stoffwechselmessung. 


Methodik und Bezeichnungen sind die von Warburg! angegebenen. 
Die GréBe der Atmung, der aeroben und anaeroben Milchsaurebildung 
und der Gesamtsiurebildung in Sauerstoff wird fiir die Einheit des 
Gewebegewichts (mg Trockengewicht) und die Dauer einer Stunde 
, ie ie » 2 N; O2 : rk . . 
durch die Quotienten Qo,. OY: GF und GY? zum Ausdruck gebracht. 
Aus diesen Quotienten bilden wir weiterhin den Géarungsiiberschul 
U ¥ — 2Qo,, den Warburgquotienten Q{ Qo,. den scheinbaren 
respiratorischen Quotienten Q&? Q>, und den Mevyerhofquotienten 
Neo - Os oa 
(QF — OV) Yo, ‘ 
Die Messung des Stoffwechsels erfolgte sowohl in Ringerlésung als in 
Serum. Die Ringerlésung war in der Mehrzahl der Untersuchungen die 


von Warburg angegebene ,,Ringerlésung zur Glykolyse’ (R.G.) mit 
2,5.10-7 Mole Liter Bicarbonat und 0,2°, Glucose; in einer geringeren 


1 Diese Zeitschr. 152, 51, 1924; 164, 481, 1925. 

* Die Mittelwerte der von Qo, QW und Oy abgeleiteten Ausdriicke 
sind nicht aus ihren Einzelwerten, sondern aus den Mittelwerten der ihnen 
zugrundeliegenden StoftfwechselgréBen gebildet. 
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Anzahl von Versuchen benutzten wir zur alleinigen Messung der Atmungy 
auch die ,,Ringerlésung zur Atmung“ (R. A.) nach Warburg', in der keine 
Glucose und etwa 3,0. 10—-* Mole /Liter Bicarbonat enthalten ist, oder nacl 
Meyerhof* eine traubenzuckerhaltige, calciumfreie Ringerlésung, die statt des 
Bicarbonats ein Phosphatpuffergemisch (pq = 7,4) in isotoner Konzentra 
tion enthalt (R. P.). Den Zahlenwerten dieser Atmungsmessungen ist 
die Bezeichnung R.A. bzw. R. P. beigefiigt. 

Entnahme und Aufbewahrung des Serums geschah nach der Vorschrift 
von Okamoto*®. Vor der Verwendung zum Versuch wurde 1. der Glucose- 
gehalt um 0,2°, vermehrt, 2. der Bicarbonatgehalt, falls erforderlich, auf 
2,5. 10-* Mole ‘Liter gebracht, beides unter Zusatz serumisotoner Lésungen 
und sehr geringer Verdiinnung. Indes war der Eigengehalt an Bicarbonat 
beim Pferdeserum immer, bei den anderen Seten meist gréBer als 
2,5. 10-* Mole Liter *. 

Serum und ,,Ringerlésung zur Glykolyse‘ wurden vor dem Versuch 
mit einem Gemisch von etwa 5 Vol.-°, CO, in Sauerstoff oder Stickstoff 
gesittigt, das auch den Gasraum der Manometer erfiillte. Bei alleiniger 
Messung der Atmung wurde in entsprechender Weise reiner Sauerstoff 
angewandt. 

In den meisten Versuchen wurden kastchenférmige Trége von etwa 
12cem Inhalt benutzt. Daneben verwendeten wir in der ersten Zeit, falls 
kleine Ausschlage wegen geringer Menge verfiigbaren Materials oder wegen 
eines schwachen Stoffwechsels zu erwarten waren, zur Messung der an- 
aeroben Gérung die kleineren Trége der ersten Warburgschen Methode 
(Volumen etwa 4,0 ccm). Mit diesen stellten wir auch die Atmungsversuche 
in reinem Sauerstoff unter Absorption der CO, durch KOH an. Spater 
wurden diese GefiBe durch tonnenfSrmige GefiBe ersetzt (Volumen 4,0 
bis 5,0cem; vgl. Wind®*), die auch bei kleinen Gewebemengen und _ be- 
sonders bei geringen verfiigbaren Serummengen die: Messung von aerober 
Garung und Atmung nach dem Differentialverfahren erlauben. 


3. Die histologische Untersuchung. 


Bei den meisten Geweben stellt die Zellart, deren Stoffwechsel 
Gegenstand der Untersuchung ist, nur einen mehr oder minder groben 
Anteil der Gewebsmasse dar. Die iibrigen Bestandteile bilden andere 
Zellen und Intercellularsubstanzen. Um aus den Ergebnissen der 
Stoffwechselmessung, die fiir das Gesamtgewebe gelten, Schliisse auf 
den Stoffwechseltyp einzelner gerade interessierender Zellarten ziehen 
zu kénnen, ist eine begleitende histologische Untersuchung erforderlich, 
der die Aufgabe zufallt, den mittleren Gehalt des zur Stoffwechsel- 
messung benutzten Gewebes an der betreffenden Zellart abzuschatzen. 

Hierzu haben wir meist eine gréBere Anzahl von Schnitten, die den 
zum Versuch verwendeten makroskopisch glichen, mikroskopisch unter- 


1 Ebendaselbst, 142, 317, 1923. 

2 Diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 

® Ebendaselbst 160, 52, 1925. 

4 In den Tabellen und Protokollen wird der Bicarbonatgehalt des Serums 
(B,) durch den Quotienten emm gebundene CO,/cem Serum ausgedriickt. 

5 Diese Zeitschr. 179, 384, 1926. 
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sucht. Bei den Spontantumoren, besonders Carcinomen vom Menschen, 
schwankt das mikroskopische Bild von Schnitt zu Schnitt oft erheblich, 
bisweilen so stark, daB der mittlere Geschwulstzellengehalt auch nicht 
annahernd abzuschatzen ist. Giinstiger liegen die Verhaltnisse bei normalen 
menschlichen und tierischen Geweben, z. B. bei Schleimhaéuten, deren 
Gehalt an Epithelzellen in Rechnung zu stellen ist. Die Schwankungen 
der histologischen Zusammensetzung sind hier, selbst von Versuch zu 
Versuch, viel geringer als bei menschlichen Geschwiilsten. Oft konnten 
wir bei Reihenuntersuchungen an tierischen Geweben auf den histologischen 
Befund iiberhaupt verzichten, falls die Gleichartigkeit ihrer Zusammen- 
setzung in mehreren vorangehenden Untersuchungen festgestellt war. 


4. Versuch einer physiologischen Kontrolle der Schnittgleichheit. 

Bei der Differentialmethode zur gleichzeitigen Messung von Atmung 
und aerober Girung hangt die Genauigkeit, mit der sich diese beiden 
StoffwechselgréBen aus den manometrischen Ausschligen ermitteln 
lassen, von dem Grade ab, in welchem die Stoffwechselgrében der 
in Trog a und b+ befindlichen Gewebsschnitte tibereinstimmen. Das 
mikroskopische Bild gibt zwar einen Einblick in die mittlere Zusammen- 
setzung des untersuchten Gewebes und ermdglicht, falls man den 
Stoffwechsel der einzelnen Gewebsbestandteile kennt, abzuschatzen, 
in welcher Richtung der Stoffwechsel eines zusammengesetzten Gewebes 
durch Schwankungen in dem Mengenverhaltnis seiner Bestandteile 
verandert werden kann; aber es lassen sich aus ihm naturgemaB keine 
Schliisse auf Unterschiede in den StoffwechselgréBben bestimmter 
Gewebsschnitte ziehen. 

tinen Anhaltspunkt fiir das Bestehen bzw. den Grad _ solcher 
Unterschiede kénnte die nachtriigliche Messung der anaeroben Garung 
der im aeroben Versuchsteil benutzten Gewebsschnitte liefern, deren 
Resultate bei einheitlicher GarungsgréBe des Gewebes untereinander 
und, falls der Stoffwechsel unverindert geblieben ist, mit der Garungs- 
gréBe des gleich erstickten Schnittes iibereinstimmen miiBten. In 
Tabelle I sind die Ergebnisse derartiger Messungen zusammengestellt. 

In der Kolonne ec sind die Ergebnisse an den sofort erstickten, in den 
Kolonnen a und > diejenigen an den nachtraglich erstickten Schnitten 
aufgefiihrt. Die Schnitte a waren wahrend des aeroben Versuches teils im 
kleineren, die Schnitte 6 im gréBeren Fliissigkeitsvolumen suspendiert. 
Nach Beendigung des aeroben Versuchsteils wurde meist die Suspensions- 
fliissigkeit in den Manometertrégen a und 6 auf das gleiche Volumen wie 
in Trog ¢ gebracht und, falls eine starkere aercbe Girung vorangegangen 
war, zum Teil erneuert. Die Q\7-Werte sind aus den in den ersten 40 bis 
60 Minuten nach Beginn der manometrischen Messung ausgetriebenen 
Kohlenséuremengen berechnet. 

Die Betrachtung der Tabelle ergibt, daB bei der Muscularis vom 
Menschenmagen und beim stationiren epithelialen Driisengewebe 
(Nr. 15 bis 19) der Q)?-Wert des nachtraglich erstickten Schnittes a 
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den von Schnitt ¢ um 60 bis 170°, tibersteigt. Gleichsinnig wie Schnitt a 
verhalt sich Schnitt 4; nur ist die prozentuale Extragirung geringer 
und fallt, wie wir beobachteten, meist nach 40 bis 60 Minuten schneller 
ab als beim Schnitt a. 

Bei zwei weiteren Gewebsarten, parenchymatésen Strumen und 
Muscularis vom Kaninchendickdarm iibertrifft die Garung von Schnitt a 
die von Schnitt c um etwa 20°,,, eine bei den wenigen Einzelversuchen 
nicht verwertbare Differenz. Bei den iibrigen untersuchten Geweben 
iiberschreiten die prozentualen Garungsunterschiede nicht die Fehler- 
breite. Bei diesen meist stark garenden Geweben findet sich also die 
Extrasiurebildung nach nachtraglichem Ersticken nicht, oder sie ist 
im Verhaltnis zur GréBe der anaeroben Garung so gering, dab sie neben 
den Messungsfehlern und den durch Schnittungleichheit bedingten 
Garungsunterschieden sich nicht geltend macht. 

Bei diesen Geweben ist also das nachtragliche Ersticken zur Kon- 
trolle der qualitativen Schnittgleichheit brauchbar, soweit die fiir die 
Garungskomponente gemachte Feststellung fiir den Gesamtstoff- 
wechsel mabgebend ist. 

5. Die Bestimmung der Gdrung in qlucosejreiem Medium. 

Zur Priifung der Frage, inwieweit bei den bisher noch nicht unter- 
suchten Gewebsarten die Giarungssiiture aus dem Traubenzucker der 
Ringerlésung oder aus zelleigenem Kohlehydrat gebildet wird, haben 
wiy in einigen Versuchen die anaerobe Gaung gleichzeitig in glucose- 
freier und glucosehaltiger Ringerlésung gemessen, unter der Voraus- 
setzung, daB die GriBe der Leergirung auch bei Anwesenheit von 
Traubenzucker bestehen bleibt. Der Vergleich der Garungsgrébe in 
glucosehaltigem und glucosefreiem Medium ergibt, daB bei den meisten 
Geweben vorwiegend nur der Traubenzucker als Quelle der Saure- 
bildung in Betracht kommt. Entgegengesetzt verhalten sich nur 
Rattenleber und Muscularis vom Taubenmagen. Bei der Leber ist 
auch in langer ausgedehnten Versuchen keine Vergarbarkeit von Glucose 
nachzuweisen. Bei der Muscularis ist zwar in der zweiten Versuchs- 
stunde der Anteil der Leergirung an der Gesamtgirung geringer als 
in der ersten Stunde, in der er etwa 90°, ausmacht; aber die Garungs- 
griBen als solche sind bei den geringen, in den einzelnen Ablesungs- 
intervallen beobachteten Druckdifferenzen zu ungenau. Immerhin 
diirfte ein geringes Garvermégen gegeniiber Traubenzucker der 
Muscularis des Taubenmagens zukommen. 


Die Muscularis des Kaninchendarms haben wir auch auf ihre Gar- 
fahigkeit gegeniiber Glykogen und Fructose gepriift. Es ergab sich, dai 
die Garung nicht gréBer ist als in zusatzfreier Ringerlésung. Wir haben 
daher die betreffenden Versuche in der Tabelle nicht beriicksichtigt. Ver- 
such 14b beschaftigt sich mit der Herkunft der Extragiéirung nach nach- 
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traglichem Ersticken. Auch bei dieser Extragaérung handelt es sich, wenigstens 
fiir Speicheldriisengewebe, um eine Traubenzuckergérung. Aber auch die 
spontane Séurebildung ist nach nachtraglichem Ersticken gréBer als nach 
sofortigem (vgl. k in Versuch l4a und 14b). 


6. Kolorimetrische Milchsdurebestimmung. 


Die bisher beschriebenen Versuchsanordnungen lieben die Frage 
nach der Natur der entstehenden Garungssiure unberiihrt. Wenn auch 
nach den zahlreichen in der Literatur vorliegenden Angaben die Ver- 
girung von Kohlehydrat durch Warmbliitergewebe immer zu Milchsaure 
als Endprodukt fiihrt, ist doch bei erstmalig untersuchten Geweben 
der chemische Nachweis der Milchsaiure angebracht. 


Fiir einen Vergleich der chemischen und manometrischen Milchsaéure- 
bestimmung ist es am vorteilhaftesten, beide Bestimmungen an dem gleichen 
Gewebsschnitt vorzunehmen. Hierdurch schaltet man von vornherein durch 
Differenzen in der Schnittqualitét bedingte Fehler aus. Durch die mano- 
metrische Verfolgung der Saéurebildung wird jederzeit kontrolliert, ob der 
gesamte Garverlauf innerhalb des optimalen Bereiches der Bicarbonat- und 
Glucosekonzentration vor sich geht, und ob eine zum chemischen Nachweis 
hinreichende Séiuremenge gebildet ist, so daB die Versuchszeit nicht linger 
als unbedingt erforderlich ausgedehnt werden mu. Gleichzeitig verfiigt 
man itiber die zur Aufklarung des Mechanismus der Milchséurebildung 
wichtige Kinetik der Garung, deren Beobachtung iiberdies auf eine etwaige 
bakterielle Milchséurebildung hinweist, da letztere stets infolge Keim- 
vermehrung anzusteigen pflegt, solange Bicarbonat- und  Glucose- 
konzentration ausreichen. 

Fiir den chemischen Milchséurenachweis erwies sich die Veratrolprobe 
nach Mendel-Goldscheider' als brauchbar. Es gelingt mit ihr, noch 0,05 mg 
Milchséure in 0,5cem Suspensionsfliissigkeit nachzuweisen, und sie er- 
méglicht dadurch, auch bei schwach giarenden Geweben Milchséure- 
bestimmungen vorzunehmen, ohne die Versuchszeit allzusehr ausdehnen 
oder mit so groBen Gewebemengen arbeiten zu miissen, dali spezielle 
Manometertrége erforderlich werden. Die Ablesungsfehler beim Kolori- 
metrieren im Autenriethkolorimeter betrugen bei einer Milchséiurekonzen- 
tration der Ausgangslésung von 25 bis 45 mg-°, etwa 5°,. Unterhalb 
dieses Konzentrationsbereichs waren die Fehler gréBer (bis zu etwa 20°,), 
wenn die Verdiinnung der Ausgangslésung in der tiblichen Weise vor- 
genommen wurde. Doch konnte man oft bei geringem EiweiSgehalt und 
geniigender Menge der Ausgangslésung durch schwiachere Verdiinnung, als 
von Mendel-Goldscheider angegeben, die gleichen Farbtiefen wie im giinstigen 
Konzentrationsbereich erzielen und damit die Ablesungsfehler auch fiir 
geringere Konzentrationen dem obigen Minimalwert annahern. 


In Protokoll I sind die Ergebnisse vergleichender manometrischer 
und kolorimetrischer Milchsaurebestimmungen fiir verschiedene Gewebe 
zusammengestellt. Die Differenzen zwischen den aus der manometrischen 
Messung extrapolierten und den kolorimetrisch gefundenen Milchsiaure- 


! Diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 
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mengen betrugen nur wenige Prozent, falls eine zum kolorimetrischen 
Vergleich giinstige Milchsaiurekonzentration getroffen werden konnte 
und die Garungsgeschwindigkeit sich wiahrend der manometrischen 
Messung nicht wesentlich anderte. Dementsprechend sind Differenzen 
bei Speicheldriisengewebe, bei dem die Garung niemals geradlinig ver- 
lauft, am erheblichsten. Nach nachtragtichem Ersticken iibertrifft 
einmal (Versuch 6a und 6b) die kolorimetrisch gefundene Milchsiure- 
menge um 50°, den berechneten Wert. Dies kénnte durch eine be- 
deutend héhere Garungsgeschwindigkeit in dem Zeitabschnitt vor 
Beginn der manometrischen Messung erklirt werden, als fiir dieses 
Zeitintervall aus der beobachteten Anfangsgeschwindigkeit extrapoliert 
war. Aber es fanden sich bei sehr ahnlich beobachtetem Garungsverlauf 
auch um 30 bis 35°, zu niedrige Werte, so daB bei der noch zu geringen 
Versuchszahl nicht zu entscheiden ist, ob diese Differenzen nur Messungs- 
und Berechnungsfehlern und Mangeln der kolorimetrischen Methode 
zuzuschreiben sind oder ob tatsiachlich Kohlensdéure- und Milchsaure- 
bildung nicht véllig aquivalent sind. Allerdings bildet die Tatsache. 
daB die kolorimetrisch bestimmte Milchsiuremenge einmal gréBer als 
die aus den manometrischen Ausschligen berechnete war, eher einen 
Hinweis auf die erstere Méglichkeit. 


Trotz dieser Unklarheit lassen die Versuche den sicheren Schlub 
zu, dab es sich bei der anaeroben Girung nach sofortigem wie nach 
nachtriglichem Ersticken in traubenzuckerhaltigem und traubenzucker- 
freiem Medium vorwiegend um Milchsauregirung handelt. 


Il. Versuchsergebnisse. 
A. Stoffwechsel von Geweben mesenchymalen Ursprungs. 
1. Stationdre Gewebe. 
Untersucht wurden Bindegewebe (Muskelfascie) und  glatte 


Muskulatur vom Menschen, Muscularis des Intestinaltraktus von 
Mensch, Kaninchen und Taube und Lymphknoten vom Menschen. 


a) Bindegewebe. 

Der Stoffwechsel geformten menschlichen Bindegewebes, wie es 
in der Muskelfascie vorliegt, erwies sich trotz Verwendung kleinster 
Manometertrége und grébtméglicher Gewebemengen als unmeBbar 
klein. Dasselbe geben auch Warburg, Posener und Negelein' fiir Muskel- 
fascie der Ratte an. Ebenso verhilt sich wahrscheinlich lockeres 
Bindegewebe. Bei einem Rezidiv eines friiher bestrahlten Parotistumors, 
das zu 95°, aus Bindegewebe bestand, war G37 = 1,0, Qf? und Qo, = 0. 


! Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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Setzt man fiir das erhaltene Geschwulstparenchym einen @Q?-Wert 
von 20, der nach allen vorliegenden Untersuchungen sogar einen 
Minimalwert fiir die Gairung von Geschwulstzellen darstellt, so ergibt 
sich fiir das Bindegewebe eine unmeBbar kleine Garung. Farig' fand 
demgegeniiber fiir menschliche Muskelfascie im Vakuum, unter Ab- 
sorption des Sauerstoffs durch Pyrogallat, bei 20stiindiger Versuchs- 
dauer eine Milchsadurebildung von 09°, des Frischgewichts (Milch- 
siurebestimmung nach Fiirth-Charnas und gleichzeitige Bestimmung 
des Glucoseschwunds nach Hagedorn-Jensen), was einem Qi? Wert 
von 0.56 entspricht. Eine derartige Milchsiurebildung mub auch 
manometrisch gerade noch mebbar sein. Worauf die unterschiedlichen 
Ergebnisse beruhen, ist nicht zu entscheiden. Auf jeden Fall ist nach 
den Farigschen Untersuchungen Bindegewebe den traubenzucker- 
vergarenden Geweben zuzurechnen. Da Farig nach seiner Methode 
fiir glatte Muskulatur eine ebenso grobe, bei Epidermis eine 1!. mal 
und bei parenchymreichen Carcinomen im Héchstfalle nur eine dreimal 
so grobe Milchsaurebildung wie bei Bindegewebe fand, betont er, dab 
bei der Beurteilung der Garung zusammengesetzter Gewebe der Anteil 
des Bindegewebes am Stoffwechsel nicht vernachlassigt werden darf. 


b) Glatte Muskulatur. 


Das Ergebnié einer glerch groben Garung von glatter Muskulatur 
und Bindegewebe in der Versuchsanordnung Farigs beruht unseres 
Erachtens auf methodischen Mangeln, insbesondere auf dem un- 
geniigenden Stoffaustausch zwischen Gewebsschnitt und Suspensions- 
fliissigkeit in den wahrend langer Zeit unbewegt im Brutschrank auf- 
bewahrten VersuchsgefaBben, wodurch gerade bei Geweben lebhafteren 
Stoffwechsels ein rascheres Absterben bedingt sein kann als beim 
stoffwechselarmen Bindegewebe. 


So finden wir denn unter unseren Versuchsbedingungen fiir die 
Garung der Uterusmuskulatur einen viermal so hohen Wert als Farig. 
Da die Muskulatur in der wegen Geschwiilsten amputierten Gebarmutter 
alter Frauen meist atrophisch ist und einen recht hohen Bindegewebs- 
gehalt aufweist, haben wir, um sicher funktionsfahiges Gewebe zu 
benutzen, noch glatte Muskulatur vom Magen des Menschen untersucht 


(Tabelle III, © und Protokoll 11). 


Die Préparation der Muscularis des Magens gestaltet sich folgender- 
maBen: Der resezierte Magenabschnitt wird mit der Serosaseite nach unten 
iiber die Kante einer Petrischale gespannt, Schleimhaut und Submucosa 
mit dem Rasiermesser entfernt und die darunter liegende Schicht in diinnen 


1 Zeitschr. f. Krebsforsch. 25, 146, 1927. 
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Schnitten abgetragen, die stets histologisch zu 95 bis 100°, aus glatter 
Muskulatur bestanden (vgl. Abb. 1). 

Wir fanden die anaerobe Girung im Mittel ebenso hoch wie bei 
der Uterusmuskulatur. Die aerobe Garung ist in den drei untersuchten 
Fallen verhaltnismaBig groB; die Atmungswerte sind schwankend 





Abb. 1*. 
Muscularis vom Menschenmagen (Tabelle II] C, Nr. 1). 


und zum Teil sehr gering. Dies laBt daran denken, daB die gefundenen 
StoffwechselgréBen infolge der Operations- und Praparationsschidigung 
im ganzen zu klein sind. 

Ein tierisches Untersuchungsobjekt, bei dem wegen seiner geringen 
Dicke die Anfertigung von Rasiermesserschnitten entbehrlich ist. 
und das zu 80 bis 90°, aus glatter Muskulatur und im iibrigen aus 
submukésem Bindegewebe besteht, ist die von der Schleimhaut be- 
freite Dickdarmwand des Kaninchens (vgl. Abb. 2). In der Tat ist bei 
ihr die Atmung, in Ringerlésung gemessen, im Mittel etwa doppelt 
und die anaerobe Garung etwa dreimal so groB wie bei der Muscularis 
vom Menschenmagen. Ob der Mittelwert fiir die anaerobe Garung 
der zutreffende ist, bleibt bei der geringen Zahl von Versuchen und der 
groBen Schwankungsbreite der Einzelwerte noch zweifelhaft. Rassen- 
und GréBenunterschiede zwischen den Versuchstieren spielen wohl 
keine Rolle, da die fiir Versuch 5 bis 8 verwendeten Kaninchen vom 


* Alle Mikrophotogramme sind aufgenommen mit Zeissobjekt 3, 
Okular P. 8. VergréBerung 1: 50. Farbung: Haimalaun-Eosin. 
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gleichen Wurf und von gleichem Gewicht (etwa 1 kg) waren, wahrend 
die Tiere der Versuche 1 bis 4 etwa 2kg wogen und verschiedenen 
Rassen angehérten. 

Bis auf die Schwankung im Bindegewebsgehalt, die etwa 10°, 
der Gewebsmasse entspricht, wurden keine Unterschiede im _histo- 





Abb. 2. 
Muscularis vom Kaninchendickdarm (Tabelle III D, Nr. 4). 


logischen Aufbau der benutzten Darmwandabschnitte beobachtet. 
Da die den Garungswerten entsprechenden Atmungswerte keine gleich 
groBen Differenzen zeigen, so miiBten die beiden Bestandteile des 
Gewebes etwa gleich stark atmen, aber verschieden stark garen, oder 
es handelt sich um eine zufallig gréBere Schwankung im Bindegewebs- 
gehalt bei den zur anaeroben Garungsmessung verwendeten Darm- 
wandabschnitten. Wechselnde bakterielle Verunreinigungen sind bei 
dem beobachteten Verlauf der Girung (vgl. Teil 1, 6) unwahrscheinlich. 
Auch fanden wir mikroskopisch im Zentrifugat der Suspensions- 
fliissigkeit nach Herausnahme des Gewebes niemals Keime. Die Ver- 
suche im Serum zeigen, was die GréBe der aeroben und anaeroben 
Giarung betrifft, gegeniiber den Ringerversuchen keine wesentlichen 
Unterschiede. Ein Schwinden der aeroben Giarung im Serum liegt 
nicht vor; Q$? erreicht sogar nur in drei Ringerversuchen den Nullwert. 
Dagegen ist die Atmung im Pferdeserum deutlich gesteigert (vgl. Pro- 
tokoll IV). Fast ebenso hoch ist die Atmung der Muscularis des Tauben- 
magens in Ringerlésung (R. G.), wahrend die anaerobe Garung sehr 
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gering ist. Zu bemerken ist, daB die Atmung in R. G., wie auch sonsi 
haufig bei glatter Muskulatur zu beobachten ist (vgl. die ausfiihrlichen 
Protokolle IIl und V), nach 60 Minuten stark abfallt, wahrend sie in 
traubenzuckerhaltiger Ringerphosphatliésung sogar etwas ansteigt. Mus. 
cularis von Taube, Mensch und Kaninchen unterscheiden sich also 
hinsichtlich ihrer AtmungsgréBe wenig, wahrend die Garung in der 
genannten Reihenfolge ansteigt. Die glatte Muskulatur ist das einzige 
von uns untersuchte stationiére Warmbliitergewebe!, bei dem mit groBer 
Wahrscheinlichkeit artspezifische Unterschiede im Girungsstoffwechsel 
bestehen. Allerdings liBt die verschiedene GarungsgréBe der Dick- 
darmmuskulatur vom Kaninchen einerseits und der Magenmuskulatur 
von Mensch und Taube andererseits auch an Organspezifitat denken; 
doch spricht die Cbereinstimmung im Girvermégen von menschlicher 
Magen- und Uterusmuskulatur dagegen. Was schlieBlich den Typus des 
aeroben Stoffwechsels anbetrifft, so scheinen weder art- noch organ- 
spezifische Einfliisse zu bestehen. Bei der Muscularis vom Kaninchen- 
darm berechnet sich allerdings in den Ringerversuchen ein geringer 
mittlerer GarungstiberschuB. Diese Tatsache kann aber nur als Folge 
der erwahnten Inkongruenz der Garungs- und AtmungsgréBe aufgefabt 
werden und diirfte tiber den aeroben Stoffwechseltyp des Gewebes 
nichts aussagen, da gerade in denjenigen Einzelversuchen, in denen U 
positiv ist, keine meBbare aerobe Gairung vorliegt. Im Serum ist auch 
bei der Muscularis vom Kaninchendarm und ebenso bei der Muscularis 
vom Menschen- und Taubenmagen in Ringerlésung l’ negativ. 


c) Lymphadenoides Gewebe. 


Versuchsbeispiel fiir dieses Gewebe sind Lymphknoten vom 
Menschen (Tabelle IV). Die Versuche sind nicht zahlreich, da es schwer 
ist, geeignetes Operationsmaterial zu erlangen. Die bei Geschwulst- 
operationen haufig mitentfernten Lymphknoten enthalten meist schon 
Metastasen. Gesunde Lymphknoten finden sich am _ hiufigsten bei 
Friihoperationen von Mammacarcinomen; aber sie sind sehr klein und 
deswegen kaum von dem anhaftenden Kapselgewebe restlos zu_be- 
freien. Leistendriisen, bei Bruchoperationen mitentfernt, zeigen meist 
Narben friiherer Entziindungen. Trotzdem sind die Abweichungen 
zwischen den in den einzelnen Versuchen gemessenen Atmungs- und 
anaeroben GarungsgréBen nicht sehr erheblich, wenn man einzelne 


1 Bei der von Meyerhof und Lohmann (diese Zeitschr. 171, 398, 1926) 
untersuchten Muscularis des oberen Froschdarms ist das Verhaltnis von 
Atmung zu Garung wie beim Menschenmagen; die absoluten Werte sind 


aber gering (Qo, = 0,280; Qi? = 0.5). 








Garung 
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Werte, die durch ihr Verhaltnis zu korrespondierenden Stoffwechse! 
gréBen herausfallen, unberiicksicht laBt, und sie entsprechen dem 
histologisch festgestellten Bindegewebsgehalt des jeweils untersuchten 
Lymphknotens. Daher sind wohl die Héchstwerte am wahrscheinlichsten 
Fleischmann und Kubowitz' fanden fiir vorwiegend monocytiire 
Exsudat-Leucocyten aus der Bauchhéhle der Ratten Qo, = 49 
v= 13. OP = 30, U = 21,2, UG = 70%, und fiir vorwiegend 
polynukleare Exsudatleucocyten Qo, = 4.3, Q97 — 14.3, Q¥ = 21.0 
U 12.4, U/Qye = 59°,. Warburg? labt es dahingestellt, ob das 
Uberwiegen des Spaltungsstoffwechsels unter aeroben Bedingungen 
eine genuine Eigenschaft der Leucocyten darstellt oder ob sich dieser 
Stoffwechseltyp erst im Kreislauf ausbildet, dadurch, daB beim physio- 
logischen AlterungsprozeB die Atmung schneller schwindet als die Garung 
Sonst sind diese Leucocyten durchaus funktionsfihig. Sie zeigen 
Phagocytose und amiboide Bewegung, und ihr Spaltungsstoffwechsel 
geniigt, um diese Lebenserscheinungen iiber eine betrichtliche Zeit 
nach Hemmung der Atmung durch Blausdure aufrechtzuerhalten 
(Fleischmann*). Angedeutet findet sich dieser Stoffwechseltyp weiber 
Blutzellen auch beim Lymphdriisengewebe. Im Mittel ergibt sich hier 
ein positiver, allerdings prozentual geringer GiarungsiiberschuB in 
Sauerstoff, und das Verhiltnis von gemessener aerober Garung zur 
Atmung ist 0.5. Ein derartig hoher mittlerer Warburgquotient findet 
sich bei keinem anderen stationiren Gewebe. Das gegeniiber den 
Befunden an freien Leucocyten aber noch deutliche Uberwiegen 
des Oxydationsstoffwechsels kénnte mit dem groBen Gehalt des 
Lymphdriisengewebes an jugendlichen weifen Blutzellen zusammen- 
hangen?. 

Einen etwaigen Riickgang der aeroben Garung im Serumversuch zu 
priifen, muBten wir aus Materialmangel unterlassen. Doch ist das Schwinden 
einer relativ groBen aeroben Garung nach den bei anderen Geweben ge- 
machten Erfahrungen unwahrscheinlich. 


! Diese Zeitschr. 181, 395, 1927. 

2? Ebendaselbst 181, 484, 1927. 

3 Ebendaselbst 184, 385, 1927. 

* Liischer (Zeitschr. f. Hals-, Nasen- u. Ohrenkrankh. 17, 60, 1927) 
untersuchte den aeroben Stoffwechsel normaler Gaumenmandeln von 
Kindern und Mesenteriallymphknoten 1 bis 5 Wochen alter Kalber nach 
der alteren Warburgschen Methode. Er fand fiir die Tonsillen: Qo, = 4,01; 
OY 3,8; Qy Qo, = 1,3 und fiir die Lymphknoten: Qo, = 5,1; Ov - 4,1; 
QV Qo, = 0,8, also eine geringere Atmung und eine gréBere aerobe Garung 
als wir gefunden haben. Die Unterschiede kénnten auBer durch die Versuchs- 
bedingungen durch einen gréBeren Gehalt der von Liischer untersuchten 
Gewebe an ausgereiften Lymphocythen bedingt sein. 
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2. Wachsende Gewebe. 


Ob der Ubergang vom stationiren Zustand zum Wachstum mit 
einer Anderung im Stoffwechsel der zelligen Elemente einhergeht, ist 
bei einem bindesubstanzreichen Gewebe nicht zu entscheiden, da beim 
normalen, ausgereiften Bindegewebe der sicher vorhandene Stoff- 
wechsel der Fibrocyten'! durch das Uberwiegen  stoffwechselloser 
Intercellularsubstanz verdeckt wird. Andererscits ist die Tatsache, da 
auch bei den Bindegewebsgeschwiilsten ein meBbarer Garungsstoff- 
wechsel festzustellen ist, nicht ohne weiteres mit einer Intensitits- 
zunahme des Zellwachstums in Beziehung zu setzen, da zum min- 
desten gleichzeitig — die Zellmenge gegeniiber der Intercellularsubstanz 
zugenommen hat. 

Von reinen Bindegewebsgeschwiilsten gelangten zur Untersuchung 
Nasenpolypen und ein intercellularsubstanzreiches Fibrom (Tabelle V). 
bei dem unter den angewandten Versuchsbedingungen (Trége von 
etwa 12 ccm Volumen, mit etwa je 3 mg Gewebe beschickt) nur eine 
kleine anaerobe Garung mebbar wird. Etwa neunmal so stark als dieses 
harte Fibrom garen die zwischensubstanzirmeren Nasen polypen. 
Aber sie enthalten stets erhebliche und im mikroskopischen Bild von 
Schnitt zu Schnitt wechselnde Mengen weiber Blutzellen (vorwiegend 
Lymphocyten). Die haufige Ungleichheit der Schnittqualitat kommt 
auch in den regellosen Differenzen der Garungsgrében gleich und 
nachtraglich erstickter Schnitte zum Ausdruck. Die mittlere Grobe 
der einzelnen Stoffwechselquotienten stimmt mit den von Warburg, 
Posner und Negelein® angegebenen Mittelwerten iiberein. Die Hihe 
des Warburgquotienten und des berechneten Garungsiiberschusses in 
Sauerstoff als Eigentiimlichkeit dieser Fibrome zu bezeichnen, verbietet 
auBer ihrem Leucocytengehalt die der Exstirpation jedesmal voran- 
gegangene Schleimhautanisthesie mit Cocain, von der nicht ab- 
zuschatzen ist, in welchem Grade sie die Atmung hemmt. 

Bei der glatten Muskulatur und ihren Ceschwiilsten (Tabelle V) 
lieBen sich tibersichtlichere Verhaltnisse erwarten als beim Bindegewebe, 
weil hier auch das Muttergewebe einen mebbaren Stoffwechsel besitzt 
Aber die untersuchten Myome bestanden zu 50 bis 60°, aus Binde- 
gewebe. Ihr Stoffwechsel unterscheidet sich nicht wesentlich von dem 
erwahnten intercellularsubstanzreichen Fibrom. 

Der Stoffwechsel wachsenden lymphadenoiden Gewebes (Tabelle V1) 
ist insgesamt gréBer als der des stationiren; und zwar liegt bei den 


1 DaB gesunde wachsende Bindegewebszellen iiber eine starke Garung 
und eine entsprechend groBbe Atmung verfiigen, haben Warburg und Kubo- 
witz (diese Zeitschr. 189, 194, 1927) an frischen Fibroblastenkulturen gezeigt. 

2 l.c., S. 348. 
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hyperplastischen Mandeln die anaerobe Girung im Mittel um 32°,, 
die Atmung um 18°, und die aerobe Garung um 25°, héher als die 
entsprechenden Mittelwerte bei normalen Lymphknoten. Das bei den 
Lymphknoten angedeutete Bestehenbleiben eines aeroben Spaltungs- 
stoffwechsels kommt hier etwas stirker zum Ausdruck. Der Mittelwert 
fiir U ist deutlich positiv. 


Warburg, Posener und Negelein' fanden bei sechs hyperplastischen 
Mandeln im Mittel Qo, = 9.3; QY = 9.2; Qi? = 18, also eine gréBere 
aerobe Garung und eine gréBere Atmung als wir. Es ist also U 0,6. 
Nach Liischer? ist Qo; 6,2; OY 10,0; OY Qo, = 1,5. Auch er betont 
die Zunahme des gesamten aeroben Stoffwechsels und die relativ stirkere 
Zunahme der aeroben Garung. 

DaB die gréBere aerobe Garung adenoider Vegetationen mit ihrem 
anormalen Wachstum in Beziehung steht, ist nicht wahrscheinlich. Es ist 
eher méglich, daB gerade im hyperplastischen Mandelgewebe der Gehalt 
an ausgereiften Lymphocythen besonders hoch ist, wahrend dieselben 
in den stationéren Lymphknoten schnell dem Kreislauf zugefiihrt werden. 
DaB in den hyperplastischen Mandeln Lymphocythen bis zu ihrem Ab- 
sterben verbleiben, darauf weist der haufige histologische Befund von 
Nekrosen hin. Diesem wechselnden Nekrosengehalt sind wohl auch die 
erheblichen Schwankungen der in den Parallelversuchen an verschiedenen 
Schnitten gefundenen Q}?-Werte zuzuschreiben. Die héhere Atmung des 
wachsenden lymphatischen Gewebes ist wohl auf seinen gréBeren Reichtum 
an Keimgewebe zu beziehen. Es ist méglich, daB bei den Lymphocythen 
ahnliche Beziehungen zwischen Entwicklungszeit und AtmungsgréBe be- 
stehen, wie sie Krebs* und Tamiya* bei der Netzhaut gefunden haben. In 
der Deutung dieser Vorgiinge besteht nur der Unterschied, daB beim Netz- 
hautgewebe nicht regressive Verdanderungen fiir die Ausbildung dieses 
Stoffwechseltyps in Betracht gezogen werden kénnen. 

Die Ergebnisse der Stoffwechselmessungen im Serum zeigen keine 
erheblichen Unterschiede gegeniiber den Ringerversuchen. Die aerobe 
Garung ist etwas geringer, bleibt aber bestehen. Da es zweifelhaft war, 
ob der Berechnung des aeroben Stoffwechsels die Serumretention fiir CO, 
oder Milchséiure zugrunde gelegt werden sollte — die entstandenen CO,- 
und Milchséuremengen waren wenig verschieden — sind die Quotienten 
fiir beide Retentionswerte berechnet worden und ihr jeweiliger Mittelwert 
in die Tabelle eingesetzt (vgl. Protokoll V1). 


Von ungeordnet wachsenden Geweben der Bindegewebsreihe unter- 
suchten wir das Jensensche Rattensarkom (Tabelle Vila) und einige 
Sarkome vom Menschen, (Tabelle Vila und VIIb). Der Ausgangstumor 
des Jensensarkoms wurde uns von Herrn Dr. Bruno Mendel iiberlassen. 
Die Ubertragung geschah zum Teil durch Injektion von Breisuspensionen, 


1 1Lc., S. 348. 

2 l.c., S. 356. 

3 Diese Zeitschr. 189, 57, 1927. 
* Ebendaselbst 189, 114, 1927. 
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zum Teil durch Verimpfen von Rasiermesserschnitten, subkutan oder 
intraperitoneal. Die Ausbeute betrug bei Anwendung letzterer Impf- 
technik 80 bis 90%, und die Wachstumsgeschwindigkeit blieb von 
Ubertragung zu Ubertragung recht konstant, ebenso der histologische 
Befund. Verunreinigungen des Tumorgewebes mit Bindegewebe und 
Nekrosen sind sparlich. Dementsprechend weichen die gefundenen 
aeroben und anaeroben Garungswerte bei den einzelnen untersuchten 
Tumoren wenig voneinander ab. Nur die Atmung zeigt gréBere Schwan. 
kungen, ohne ersichtliche Abhangigkeit von Impftechnik und Tumor- 
beschaffenheit. Der Stoffwechsel ist auch in Sauerstoff itiberwiegend 
Spaltungsstoffwechsel und andert sich nicht im Serum. Die gemessene 
aerobe Giarung iibertrifft den berechneten Garungsiiberschu8 um 
100°%,; die mittlere Wirksamkeit der Atmung ist also kleiner als bei 
den bisher betrachteten Geweben. 

Das gleiche Verhalten fanden wir bei drei zu 80 bis 100°, aus 
Geschwulstzellen bestehenden Sarkomen vom Menschen (Tabelle VIIb. 
Versuche 3 bis 5 und Protokoll VII). Nur ist in diesen Fallen der 
GarungsiiberschuB Null und der Warburgquotient nur halb so grof 
wie beim Jensensarkom. Dagegen fanden Warburg, Posener und 
Negelein! bei einem zellreichen Rundzellensarkom vom Menschen 
und wir bei den zellarmen Sarkomen einen den Impftumoren der Ratte 
entsprechenden Stoffwechseltyp. 

Warburg? macht darauf aufmerksam, dab beim Absterben von 
Geschwulstzellen ebenso wie bei dem der Kreislaufleucocyten ver- 
schiedene Zellfunktionen ungleich schnell erléschen kénnen. Es 
miiBten also die von uns untersuchten menschlichen Sarkome mehr 
absterbende Zellen enthalten haben, als die zum Versuch verwendeten, 
sicher zum gréBten Teil aus jugendlichen Zellen bestehenden Rand- 
partien von Impftumoren, und diese absterbenden Zellen miibten 
schwacher garen, aber noch ebenso stark atmen wie Jensensarkomzellen ; 
oder man muB ein verschiedenes Verhalten von Sarkomen verschiedener 
Herkunft annehmen. 

Zusammenfassend sei noch einmal bemerkt, daB sich an Hand der 
Untersuchung der genannten mesenchymalen Gewebe etwaige mit 
dem Wachstum verkniipfte Anderungen im Zellstoffwechsel nicht mit 
Sicherheit beweisen lassen. 


B. Stoffwechsel epithelialer Gewebe. 
1. Stationdrer Zustand. 
Der Oxydationsstoffwechsel stationarer epithelialer Gewebe ist 
gegeniiber dem Garungsstoffwechsel stets groB; U 0, Q9? Qo, S 9.3. 





1 le, S. 348. 
2 l.¢., S. 356, Anmerkung 2. 
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Die anaerobe Garung ist gering beim epithelialen Driisengewebe, das 
histologisch vorwiegend aus differenzierten Zellen gleicher Entwicklungs- 
stufe besteht, und héher bei den Schleimhauten, die starkeren Zell- 
verbrauch und entsprechend lebhafteren Nachwuchs zeigen. 

Von epithelialen Driisen wie Schleimhauten ist es méglich, kérper- 
frische, stationare sowohl als wachsende Gewebe zu vergleichenden Unter- 
suchungen zu beschaffen, wobei die geringe Garung stationiren Driisen- 
gewebes zur Feststellung des mit dem Wachstum verkniipften Gar- 
anstiegs besonders giinstig ist. 


a) Epitheliale Driisen. 


Zur Untersuchung gelangten Leber der Ratte, Niere und Sub- 
maxillaris von Ratte und Mensch, Schilddriise vom Kaninchen. Von 
diesen besitzt das Lebergewebe die gleichmaBigste und einfachste 
histologische Zusammensetzung. Dementsprechend sind im allgemeinen 
die Unterschiede zwischen den an verschiedenen Lebern in Ringerlésung 
gemessenen Atmungs- und anaeroben sirungswerten = gering 
(Tabelle Villa). Dagegen ist die Héhe der aeroben Garung sehr ver- 
schieden, in der Halfte der Versuche Null, in der anderen Halfte gréBer 
und zum Teil noch die Héhe der anaeroben Garung iibertreffend. Das 
Zustandekommen dieser Erscheinung wird verstandlicher, wenn man 
die Kinetik der Saurebildung verfolgt. So erfolgte z. B. in den Ver- 
suchen 3 und 4 der Giarverlauf in den ersten Ablesungsintervallen mit 
gréBerer, dann mit kleinerer, allmahlich konstant werdender Ge- 
schwindigkeit. Diese zwei durch ihre Gargeschwindigkeit unter- 
schiedenen Perioden sind fiir Lebergewebe ernihrter Ratten unter 
aeroben wie anaeroben Bedingungen charakteristisch. Wir haben in 
Tabelle Villa die sich aus der ersten nicht-linearen Periode ergebenden 
Stoffwechselquotienten in Klammern gesetzt. Fiir die Bildung der 
Mittelwerte aus den Ergebnissen der einzelnen Versuche sind nur die 
den zweiten Perioden (mit geradlinigem Verlauf) entsprechenden 
Stoffwechselquotienten beriicksichtigt. Versuch 3, in dem die Kinetik 
aller drei StoffwechselgréBen verfolgt wurde, ist in Protokoll II aus- 
fihrlich registriert. Abb. 3 bringt den zeitlichen Verlauf der Garung 
zur Darstellung. Man erkennt, daB die Anfangsgeschwindigkeit der 
Garung am héchsten ist nach nachtraglicher Erstickung. Der Abfall 
der mittleren Geschwindigkeit in den einzelnen Beobachtungsintervallen 
ist in Abb.4 veranschaulicht. Die mittlere Geschwindigkeit, dargestellt 
in der Form des jeweils durch Extrapolation ermittelten Q¥?-Wertes, 
iibertrifft im ersten Ablesungsintervall diejenige der linearen Periode 
um das Neunfache. Versuch c und k in Abb. 3 zeigen die relative Un- 
abhangigkeit der Garungsgeschwindigkeit von der Glucosekonzentration. 
Wie wir auch noch in zwei weiteren Versuchen beobachteten, ist die 
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Anfangsgeschwindigkeit bei Gegenwart von Traubenzucker eher noch 
etwas niedriger als ohne Zusatz. Das Girmaterial ist also nicht zu- 
gesetzter Traubenzucker, sondern offenbar ein zelleigenes Kohlehydrat, 
das sich anscheinend unter aeroben Bedingungen anreichert und dessen 
Zerfallskinetik der von Meyerho{' bei der Glykogen-, Hexosen-* und 
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Abb. 3. 





Giarung der Leber einer ernahrten Ratte (Tabelle Villa, Nr. 3 und Protokoll II). 


Hexosemonophosphatvergarung im Muskelextrakt (bei letzteren beiden 
nach Hefeaktivatorzusatz) gefundenen sehr ahnlich ist. Die geringere 
Anfangsgeschwindigkeit der Girung nach sofortigem Ersticken wiirde 


dann darin ihre Erklarung finden, daB 
infolge der hier stets langeren Vor- 
bereitungszeit als nach nachtraglichem 
Ersticken diese zelleigene Substanz in 
starkerem Mabe vor Messungsbeginn zer- 
fallen ist. Die bisweilen gréBere An- 
fangsgeschwindigkeit der aeroben Garung 
als der Garung nach sofortigem Ersticken 
kénnte daran liegen, daB diese Zwischen- 
substanz zwar weiter entsteht, ihr nor- 
maler oxydativer Zerfall aber gestért ist, 
so daB sie zum Teil wie unter anaeroben 
Bedingungen gespalten wird. 
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Abb. 4. 


Garung der Leber einer ernahrten 
Ratte (vgl. Abb. 3). 
Abfall der Girgeschwindigkeit 
nach nachtraglichem Ersticken. 


Nach bekannten Untersuchungen von Meyerhof und Mitarbeitern? 
bildet Lebergewebe im heterologen wie homologen Serum aerob keine 
Milchsaure, sondern das an Alkali gebundene Lactat des Serums nimmt 
ab, wobei die Atmung ansteigt, der scheinbare respiratorische Quotient 


1 Diese Zeitschr. 188, 176, 1927; 185, 114, 
® Meyerhoj, Lohmann und Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925; Meyer- 
hof und Lohmann, ebendaselbst 171, 380, 1926; Takane, ebendaselbst 171, 
403, 1926. 


1927. 
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absinkt' und der Kohlehydratgehalt des Gewebes zunimmt. Am 
eindeutigsten konnte dieser Befund am Lebergewebe hungernder 
Ratten erhoben werden. In unseren in Tabelle VII[b zusammen. 
gestellten Serumversuchen am Lebergewebe ernahrter Ratten ist von 
diesem Serumeffekt nicht viel zu bemerken. Aerobe Garung und schein- 
barer respiratorischer Quotient sind im Serum nicht geringer als in den 
Parallelversuchen in Ringerlésung (vgl. die korrespondierenden Werte 
in Tabelle VIIla und VIIIb). Die Atmung ist allerdings im Mittel 
etwas gréBer. Doch iibertrifft sie gerade in den drei Versuchen mit 
Parallelmessungen in Ringerlésung zweimal die dort festgestellte 
Atmung nicht, und zwar handelt es sich dabei um Versuche im hetero- 
logem Serum. Dagegen zeigt der eine Versuch im homologen Serum 
gegeniiber den entsprechenden Ringerversuchen eine deutliche Atmungs- 
steigerung (Versuch 7b). 

Einer etwaigen Uberlegenheit des homologen Serums iiber das 
heterologe konnten wir nicht weiter nachgehen, da uns nicht geniigend 
Tiermaterial zur Serumgewinnung zur Verfiigung stand. 

Da nach den angefiihrten Versuchen die in der ersten Garperiode mit 
héherer Geschwindigkeit zerfallende Substanz sich offenbar nur aus zell- 
eigenem Kohlehydrat bildet, haben wir in einem orientierenden Versuch 
die anaerobe Garung von Lebergewebe einer 44 Stunden hungernden Ratte 


nach sofortigem und nach nachtraglichem Ersticken gemessen. In 
Abb. 5 ist der Géarverlauf eingetragen. Nach sofortigem Ersticken in 
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Anaerobe Garung der Leber einer Hungerratte (1.1. 1928, Hungerzeit 44 Std.) 
© Werte nach sofortigem Ersticken in Ringerlésung mit Glucose (Versuch c). 


° ° e ° ” » ohne _ (Versuch &). 
x . » nachtraglichem . 6 o mit > (Versuch «). 
+ ° e e ° . . ohne ‘ (Versuch 5). 


traubenzuckerhaltiger und traubenzuckerfreier Lésung sowie nach nach- 
traglichem Ersticken bei Traubenzuckergegenwart fallt die erste Gar- 
periode fort. Nur nach nachtraglichem Ersticken in glucosefreiem Medium 
tritt eine erhéhte Anfangsgeschwindigkeit zutage. Es scheint hier also der 
bei ernéhrten Ratten gefundene Garverlauf durch Glucose eher gehemmt 
zu werden. 


' In der Hauptsache dadurch, daB CO, von dem frei werdenden 
Alkali gebunden wird. AuBerdem wird auch der wahre respiratorische 
Quotient herabgesetzt. 
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Es soll an dieser Stelle nicht naher auf den Garungsmechanismus 
eingegangen werden, da die Versuche noch nicht abgeschlossen sind 
Es sollte durch die hier schon angefiihrten Versuche nur gezeigt werden 
da das Garvermégen von verschiedenen Geweben und von ver- 
schiedenen Wachstumszustanden eines Gewebes nicht verglichen 
werden kann, ohne daB® die Kinetik der Garung beriicksichtigt wird 
So kommt die beim Lebergewebe unter bestimmten, experimentell 
herbeizufiihrenden Bedingungen beobachtete Anfangsgeschwindigkeit 
der Garung der mittleren Gargeschwindigkeit von Oberflichenepithe! 
und wachsendem Driisengewebe gleich. 


Bei der zweiten untersuchten epithelialen Driise, der Nier 
(Tabelle IX), ist die Garungsgeschwindigkeit innerhalb der ersten 
Versuchsstunde in glucosehaltiger Ringerlésung und im Serum annahernd 
konstant. Die Garungssdure entsteht bei der Rattenniere sicher zu 
60°, bei der Menschenniere fast ausschlieBlich aus dem zugesetzten 
Traubenzucker (vgl. auch die Tabelle Il, Nr. 10 und 11). Da’ auch 
hier eine Extragarung nach nachtraglichem Ersticken zu beobachten 
ist, wurde schon im ersten Teil der Arbeit erwahnt (S. 343 und Tabelle I. 
Nr. 17 und 18). 


Bei der Rattenniere ist im Gegensatz zur Rattenleber stets eine 
bedeutende Anderung des Stoffwechsels im inaktivierten Pferdeserum 
festzustellen. Qo, ist im Mittel im Serum um 70% gréfer als in R. G., 
und auch‘der scheinbare respiratorische Quotient ist etwas geringer. 


Nierengewebe von Ratte und Mensch zeigt im Typus des Stoff- 
wechsels annahernd gleiches Verhalten, unterscheidet sich aber in der 
GréBe von Atmung und anaerober Garung erheblich. 


Das Gewebe vom Menschen entstammte dem gesunden Pol zweier 
wegen Hypernephrom exstirpierter Nieren und zeigte mikroskopisch keine 
Besonderheiten. Die schwiachere Atmung der Menschenniere kénnte der 
Operationsschédigung zuzuschreiben sein, denn die Operationszeit war 
stets groB. Ob das bedeutende Garvermégen eine Eigentiimlichkeit von 
menschlicher Niere schlechthin oder nur der Hypernephromniere ist, bleibt 
unentschieden, da vergleichende Untersuchungen fehlen. 


Wie die in Tabelle X zusammengestellten Versuchsergebnisse 
zeigen, ist bei der Submazillaris die anaerobe Garung nach sofortigem 
und nach nachtraglichem Ersticken fiir Gewebe von Mensch und Ratte 
von gleicher GréBenordnung. Die Rattenspeicheldriisen stammten 
simtlich von ernahrten Tieren. Die Q¥7-Werte gelten fiir die erste 
Stunde der Versuchszeit. Einen entsprechenden Wert (nach sofortigem 
Ersticken) fand Minami’ bei einer Submaxillaris vom Hund (Q¥? = 5.2), 


1 Diese Zeitschr. 142, 324, 1923. 
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sowie Warburg, Posener und Negelein' bei einer Submaxillaris vom 
Kaninchen (Q¥? = 3.3). 

Die Extragarung nach nachtraglichem Ersticken wurde von uns 
zuerst beim Speicheldriisengewebe bemerkt; deswegen verfiigen wir 
hier tiber die meisten Versuche. In Abb. 6 ist ein Versuch wieder- 
yegeben, der iiber die Kinetik der anaeroben Garung orientieren soll. 
Ein Teil der Schnitte wurde sofort erstickt (Kurve c); ein anderer Teil, 
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Anaerobe Giarung der Submaxillaris einer ernihrten Ratte (11. 1. 1928). ‘ 
Medium: R.G. a vor dem Ersticken 60’ in glucosehaltiger, 
» in glucosefreier Ringerlésung aerob bei 37,5° bewegt. 
{ 
nachdem die Schnitte in glucosehaltiger (Kurve a) bzw. glucosefreier 
Lésung (Kurve }) aerob bei 37,5° bewegt waren. 

Auch hier sind, wie beim Lebergewebe, zwei Garperioden zu unter- 
scheiden. Nur sind die Unterschiede der Gargeschwindigkeiten nicht 
so bedeutend, und im Gegensatz zu Lebergewebe ist auch in der zweiten 
Periode die Gargeschwindigkeit nach nachtraglichem Ersticken griBer 
als nach sofortigem. Man beachte ferner, da die erste Garperiode nach 
nachtraglichem Ersticken verkiirzt ist, wenn die Schnitte vorher in 
zusatzfreiem Medium geatmet hatten. 

In Abb. 7 ist der Géarverlauf vom Speicheldriisengewebe einer 
hungernden Ratte wiedergegeben. Die beiden Garperioden grenzen sich 
nur in zusatzfreier Lésung deutlich voneinander ab (Kurven k und k’), wobei 
die Anfangsgeschwindigkeit nach nachtraglichem Ersticken (Kurve k’) 
gréBer ist als nach sofortigem (Kurve k). Die Gargeschwindigkeit nach 
nachtraglichem Ersticken in glucosehaltiger Lésung (Kurve a) ist waihrend 
der ganzen Beobachtungszeit erheblich gréBer als nach nachtraglichem 
Ersticken in glucosefreier (Kurve k&) und nach sofortigem Ersticken in 
glucosehaltiger Lésung (Kurve c). 


'Le., S. 348. 
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Es scheint sich demnach bei der Extragarung von Speicheldriisen- 
gewebe um zwei verschiedene Vorginge zu handeln: Erstens vergirt 
eine wahrend der Aerobiose entstandene Substanz in der beim Leber- 
gewebe beobachteten Weise. Die Zwischensubstanz bildet sich aber 
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Abb. 7. 
Anaerobe Garung der Submaxillaris einer Hungerratte 
(1. IL. 1928; Hungerzeit 44 Std.) 
Medium: Ringeriésung (Cys HCO, = 2,5.10-2 mol.) 


wahrscheinlich nicht nur aus zelleigenem Kohlehydrat, sondern auch 
aus zugesetztem Traubenzucker (vgl. den Verlauf der Kurven a und / 
in Abb. 4). Zweitens wird gleichzeitig der zugesetzte Traubenzucker 
mit erheblich gréBerer Geschwindigkeit vergoren als nach sofortigem 
Ersticken. 

Eine aerobe Garung ist in den meisten Versuchen nicht nachzu- 
weisen. Auffallend sind die erheblichen Unterschiede der Atmungs- 
gréBen verschiedener Speicheldriisen. 

Die Submaxillaris ist nicht so einheitlich gebaut wie Leber und Niere. 
Serése und mukése Driisenbestandteile, deren StoffwechselgréBen durchaus 
verschieden sein kénnen, setzen in wechselnden Mengenverhaltnissen die 


untersuchten Gewebsschnitte zusammen. Durch derartige Ungleichheiten 
sind eventuell die GréBendifferenzen der Qo,-Werte bedingt, zumal in 
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Versuch | der auBerdem in R. A. gemessene Qo,-Wert nur halb so gro.) 
war wie der nach dem Differentialverfahren erhaltene. In den Versuchen | 
und 8 berechnet sich nach der Differentialmethode auch eine aerobe Garung. 
was sehr wohl auf differenter AtmungsgréBe der in dem Manometerpaa 
verwendeten Gewebsschnitte beruhen kann. 

Die geringe Atmung der menschlichen Speicheldriise ist wohl nebe: 
einer méglichen Operationsschédigung der hier besonders langen Vo 
bereitungszeit zuzuschreiben. 

Relativ noch gréBere Differenzen der Qo,-Werte finden sich bei 
der Schilddriise vom Kaninchen! (Tabelle XI). Die mittlere Atmung 
ist etwa ebenso gro} wie bei der Leber, desgleichen die mittlere anaerobe 
Garung. 

Zu vermerken ist das fast regelmaiBige Abfallen der anaeroben 
Garung schon gegen Ende der ersten Versuchsstunde, auf welche sich 
die Q¥?- Werte beziehen. Bei der geringen, fiir jeden Versuch verfiigbaren 
Gewebemenge — die beiden Schilddriisenlappen sind je 6 bis 10 mm 
lang und 2 bis 3mm dick — sind trotz Verwendung kleinster Mano- 
metertrége die Druckdifferenzen in den Beobachtungsintervallen sehr 
klein und die Messungsfehler daher von groBem Einflu8. Hinzu kommt 
die Schwierigkeit einer restlosen Entfernung anhaftenden Binde- 
gewebes von den kleinen Schnitten und mégliche Schwankungen in der 
Zellmenge pro Gewichtseinheit, bedingt durch wechselnden Kolloid- 
gehalt der Follikel oder durch Vorkommen von Epithelkérpern innerhalb 
der Driise. Eine jedesmalige mikroskopische Kontrolle der untersuchten 
Driise war ebenfalls bei den geringen Gewebsmengen nicht durch- 
zufiihren. Wo wir sie vornahmen (in den Versuchen 1, 4 und 7), fanden 
wir reines Schilddriisengewebe von gleichmaiBigem Kolloidgehalt. 


b) Schleimhaut. 


Vom epithelialen Driisengewebe unterscheidet sich Magen-Darm- 
schleimhaut durch GréBe und Typ ihres aeroben Stoffwechsels nicht 
wesentlich; dagegen iibertrifft sie in ihrem anaeroben Girvermégen 
das von epithelialen Driisen am starksten girende Speicheldriisen- 
gewebe noch um das Doppelte (vgl. die Tabellen XII bis XIV). 


Schleimhaute sind nicht wie epitheliale Driisen fast rein epitheliale 
Gebilde, sondern sie bestehen aus zwei genetisch verschiedenen und pra- 
parativ nicht trennbaren Bestandteilen: dem Epithel und der Tunica 
propria. Hierzu kommen noch je nach Art der Schleimhaut und Prapara- 
tionstechnik wechselnde, aber relativ geringe Mengen von Muscularis 
mucosae und Submucosa. Zum Versuch gelangten von der Intestinalschleim- 
haut des Menschen Rasiermesserschnitte, die beim Magen meist nur Ober- 
flachenepithel und Tunica propria mit den obersten Driisenabschnitten 


1 Herrn Prof. Dr. R. Krause verdanken wir Angaben iiber Sitz und 
GréBenverhiltnisse der Nagerschilddriise. 
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Abb. 8), beim Mastdarm die gesamte Schleimhaut bis zur Muscularis 


mucosae enthielten (Abb. 9). Dickdarmschleimhaut von Ratte und Kanin- 





Abb. 8. 
Magenschleimhaut vom Menschen (Tabelle XII, Nr. 5.) 





Abb. 9. 
Mastdarmschleimhaut vom Menschen (Tabelle XIII, A Nr. 4) 


chen (Abb. 10 und 11) wurde zusammenhangend nach vorsichtigem Anritzen 
mit Objekttrager oder Spatel abgestreift. Beim Kaninchendarm, dem 











380 O. Rosenthal u. A. Lasnitzki: 


geeignetsten Versuchsobjekt, reiBt hierbei die Schleimhaut gleichma) 
an der Grenze von Submucosa und Muscularis mucosae ab, wahrend bei) 





Abb. 10. 
Dickdarmschleimhaut der Ratte (Tabelle XIII, B Nr. 7). 





Abb. 11. 
Dickdarmschleimhaut vom Kaninchen (Tabelle XIV, Nr. 8). 


Rattendarm der abgezogenen Schleimhaut oft noch wechselnde Mengen 
von Submucosa und Tunica muscularis propria anhaften. 
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Von diesen Bestandteilen kénnte zunachst die Tunica propria, die 
wegen ihres Gehalts an vorwiegend lymphocytiren Wanderzellen und 
Solitarfollikeln als lymphadenoides Gewebe aufgefaBt werden kann, 
fiir das gréBere Garvermdgen der Schleimhaut gegeniiber dem 
epithelialen Driisengewebe verantwortlich gemacht werden. Im ganzen 
kommt bei menschlicher Magen-Darmschleimhaut der Gehalt an 
weiBen Blutzellen oft dem Gehalt an Epithelzellen gleich, ja iibertrifft 
ihn bisweilen; die mittlere Zelldichte der Tunica propria entspricht 
jedoch niemals derjenigen eines Lymphknotens. Bei der Dickdarm- 
schleimhaut vom Kaninchen bleibt der Lymphocytengehalt sogar 
weit hinter dem Epithelzellengehalt zuriick. Trotz dieser Unterschiede 
in der Zusammensetzung ist die mittlere anaerobe Garungsgribe von 
Intestinalschleimhaut verschiedenen Ursprungs wenig  verschieden 
und ebenso die Schwankungsbreite der einzelnen Garungswerte. Die 
GréBe der Garung erreicht im Mittel etwa den fiir Lymphknotengewebe 
gefundenen Héchstwert.  Folglich kann der epitheliale Anteil der 
Schieimhaut zum mindesten kein geringeres Girvermégen besitzen 
als der lymphadenoide Anteil. 


Ein médglicher Einwand gegen diese SchluBfolgerung ware, die Mehr- 
girung von Intestinalschleimhaut gegeniiber epithelialem Driisengewebe 
mindestens zu einem Teil ihrem gréBeren Bakteriengehalt zuzuschreiben. 
Dagegen spricht aber zuniéchst der beobachtete Verlauf der Milchséure- 
bildung. Die Garung blieb in den hier angefiihrten Versuchen stets linear 
bzw. fiel nach langerer Versuchszeit leicht ab. Sie stieg niemals nach nach- 
triglichem Ersticken der im aeroben Versuchsteil verwendéten Schnitte 
an, wenn also infolge der langeren Bebriitungszeit giinstige Bedingungen 
fiir Keimvermehrung bestanden. Nach Herausnahme der Schnitte war in 
der Suspensionsfliissigkeit eine meBbare Garung, die auf das Vorhandensein 
gréBerer Bakterienmengen hatte schlieBen lassen, nicht festzustellen. Am 
meisten aber spricht gegen das Vorliegen einer bakteriellen Garung in den 
besprochenen Versuchen der ganz andersartige Garverlauf bei der Darm- 
schleimhaut diarrhoeischer Ratten. Hier erfolgt schon nach 40 Minuten 
langer Versuchszeit ein Anstieg der Garungsgr6éBe, der von Ablesung zu 
Ablesung in geometrischer Progression wachst. 

Noch eine andere Beobachtung spricht gegen bakterielle Garung. In 
einer Anzahl von Versuchen mit menschlicher Intestinalschleimhaut hatten 
wir Abstriche von der Oberflaiche der Schleimhaut angefertigt, um so das 
Oberflachenepithel zu gewinnen. Das erhaltene Geschabsel bestand aber 
nur aus Gewebsfetzen, freien Zellen, Detritus und Schleim, und sein Stoff- 
wechsel betrug, dem geringen Zellgehalt entsprechend, nur 20°, von dem 
der gleichzeitig untersuchten Rasiermesserschnitte. Der Bakteriengehalt 
aber miiBte gerade an der Oberfliche einer normalen Schleimhaut am 
héchsten sein. 

Diese letzteren sowie die infizierten Versuche sind in den Tabellen 
nicht beriicksichtigt und ebenso einige Magenschleimhautversuche, in 
denen die Schnitte bei der Herausnahme von einer voluminésen Schleim- 
masse umbhiillt waren, in die Klumpen von erstarrtem Hahnfett ein- 
geschlossen waren. Wagt man solche Schnitte, so ist das Gewicht hoch und 
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die Stoffwechselquotienten dementsprechend niedrig. Prapariert man 
aber den Schleim ab, so erhaélt man Gewichte, die zu den gewéhnlichen 
Stoffwechselgr6éBen fiihren. 

Gleichfalls ist nach dem oben Gesagten wahrscheinlich, daB fiir die 
unterschiedlichen GarungsgréBen in den einzelnen Versuchen nicht etwa 
der wechselnde Bakteriengehalt, sondern Unterschiede in der Gewebs- 
zusammensetzung und individuelle 


Stoffwechselunterschiede bestimmend 
sind. 


Auf das Vorliegen derartiger Unterschiede weisen namentlich die 
Versuche mit Kaninchendickdarmschleimhaut hin, wo die ersten Messungen 
deutlich héhere Q}?-Werte ergaben als die spateren. Warburg, Posener und 
Negelein' fanden fiir Darmschleimhaut der Ratte nach sofortigem Ersticken 
in Ringerlésung einen mittleren Q\?-Wert von 3,5, waihrend unsere unter 
gleichen Bedingungen ausgefiihrten Messungen einen Mittelwert von etwa 
15 ergaben®. Worauf dieser groBe Unterschied beruht, ist um so weniger 
verstindlich, als die von den Autoren gefundenen Atmungs- und aeroben 
Garungswerte mit den unsrigen nahezu tibereinstimmen. 


AuBer der anaeroben Garung ist bei Untersuchung der Intestinal. 
schleimhaut in Ringerlésung, selbst bei betrachtlicher Atmung, eine 
mehr oder minder bedeutende aerobe Girung festzustellen, die, ab- 
gesehen vom Gehalt an aerob girenden Lymphocyten, einer Hemmung 
der Pasteurschen Reaktion durch die Ringerlésung oder auch (bei 
menschlichem Material) der Operationsschadigung zugeschrieben werden 
kann. Um den EinfluB der Ringerlésung zu priifen, haben wir den 
Stoffwechsel der lymphocytenarmen Kaninchendickdarmschleimhaut 
auch im Serum untersucht (Tabelle XIVb). Im arteigenen Serum 
schwand die aerobe Girung in der Halfte der Versuche, wihrend sie 
in dem jeweils am gleichen Versuchsmaterial in Ringer- bzw. Pferde- 
serum ausgefiihrten Messungen bestehen blieb®. Die Gréfe der Atmung 
war im Serum und Ringerlésung etwa gleich; die Wirksamkeit der 
Atmung konnte also in arteigenem Serum gesteigert werden. 


Wenn das gegeniiber epithelialem Driisengewebe starkere Gar- 
vermégen von Intestinalschleimhaut mit seinem héheren Gehalt an 
wachsenden Epithelzellen zusammenhingt, so sollte sich ein Gar- 
vermégen von entsprechender GréBenordnung bei jeder Art von Ober- 
flichenepithel finden, fiir das ja der stete Wechsel von Zellneubildung 
und Zellzerfall allgemein charakteristisch ist. Wir haben daraufhin 
Plattenepithel tragende Schleimhaut verschiedenen Ursprungs von 
Mensch und Tier untersucht (Tabelle XV)4. Aber nur die vom Menschen 
stammende giirte gleich stark wie Intestinalschleimhaut. 


1 }].ec., S. 348. 


2 Vel. hierzu auch unsere gleichnamige Arbeit (Klin. Wochenschr. 5, 
280, 1928). 


®° Vel. Protokoll XVII. 
' Vel. Protokolle XVIII und XIX. 








ende Schleimhaut des Digestionstraktus. 


Plattenepithelt rag 
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384 O. Rosenthal u. A. Lasnitzki: 


Der Unterschied zwischen menschlichem und _ tierischem Geweboe 


beruht wahrscheinlich auf dem verschiedenen histologischen Aufbau de: 
zum Versuch verwendeten Schleimhautschnitte. Die Rasiermesserschnitt: 
von der Anal- und metaplastischen Mastdarmschleimhaut vom Menschen 
enthielten nur unverhorntes Plattenepithel; dagegen zeigten die Schnitt: 
von der Maulschleimhaut des Pferdes und die abgezogene Osophagus 
schleimhaut vom Kaninchen auBer einem verhornenden Plattenepithel noch 
den bindegewebigen Papillarkérper, die schmale Schicht der Muscularis 
mucosae und erhebliche, in den einzelnen Praparaten wechselnde Mengen 
submukésen Bindegewebes. Verhornende Zellen und Bindegewebe, also 
stoffwechselarme Gewebsbestandteile, nehmen etwa die Halfte des mikro- 
skopischen Bildes ein (vgl. Abb. 12). 





Abb. 12. 
Speiserdbr hleimhaut vom Kaninchen (Tabelle XV A, Nr. 8). 











Dem entspricht, daB sowohl Atmung wie anaerobe Garung bei 
der Osophagusschleimhaut des Kaninchens etwa halb so groB sind wie 
bei der Dickdarmschleimhaut'. Der aerobe Stoffwechseltyp ist bei 
beiden der gleiche (U’ < 0). Von den acht Versuchen mit Speiseréhren- 
schleimhaut zeigen sechs eine im ganzen schwache aerobe Garung, 
wahrend sie zweimal, und zwar im arteigenen Serum, vollig verschwindet 


1 Einen noch geringeren Mittelwert fiir ey. als wir ihn bei Osophagus- 
schleimhaut vom Kaninchen fanden, geben Loeser (Klin. Wochenschr. 6, 
587, 1927) sowie Wohlgemuth und Klopstock (diese Zeitschr. 175, 202, 1926) 
fiir menschliche Haut an. Allerdings fand Loeser fiir die ebenfalls Platten- 
epithel tragende, aber nicht verhornende Vaginalschleimhaut des Menschen 
nur einen Q\?-Wert von etwa 6,0. 
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(Versuch | und 2). Der beim menschlichen Plattenepithel und der 
idle Maulschleimhaut des Pferdes beobachtete groBe aerobe Spaltungs- 
initte stoffwechsel ist wohl als Folge einer Atmungshemmung zu betrachten, 
chen die durch die lange Dauer der Operation bzw. die erhebliche, von der 
mitts Tétung des Tieres bis zum Versuchsbeginn verstrichene Zeit bedingt ist. 
oar Samtliche untersuchten epithelialen Gewebe geben, nach der GriBe 
laris ihrer (nach sofortigem Ersticken gemessenen) anaeroben Garung 
ngen geordnet, folgende Reihe: Leber (Ratte) < Schilddriise (Kaninchen) 
also < Niere (Ratte) < Submaxillaris (Mensch und Ratte) < Speiseréhren- 
ikro- schleimhaut (Kaninchen) < Maulschleimhaut (Pferd) < Niere (Mensch) 
<< Magen- und Mastdarmschleimhaut (Mensch), Dickdarmschleimhaut 
(Ratte und Kaninchen), plattenepitheltragende Schleimhaut (Mensch). 
Die GarungsgréBe der epithelialen Gewebe steigt im allgemeinen mit 
ihrem Gehalt an wachsenden Zellen. 


wehbe 


2. Wachstum. 
a) Normales Wachstum. 


Der bisher nur indirekt unter Heranziehung des histologischen 
Befundes gezogene SchluB, daB wachsende Epithelzellen starker garen 
als ausgewachsene, folgt unmittelbar aus den Stoffwechselmessungen, 
wenn man die GirungsgréBen fétaler, postfitaler und ausgewachsener 
Leber und Niere miteinander vergleicht. Erhebliche, den Vergleich 
erschwerende Unterschiede im Zellgehalt, wie zwischen Bindegewebe 
und seinen Geschwiilsten, oder in der Art der Gewebszellen, wie zwischen 
Schleimhaut und epithelialer Driise, bestehen hier nicht. — 

Allerdings ist die fétale Leber, im Gegensatz zur erwachsenen, Bildungs- 
staitte weiBer Blutzellen. Aber die Zahl der Leucocythen betragt in der 
Leber der hier untersuchten, etwa 16 bis 18 Tage alten Féten nicht mehr 
als etwa 10°, der Leberzellen. Leber und Niere dieser Entwicklungszeit 
(die Tragzeit der Ratten betragt etwa 23 Tage) sind schon so groB, dab 
Rasiermesserschnitte angefertigt werden kénnen. Als ungefahres Ma8 
fiir das Alter der Féten sind ihre Lange (Schnauze—Stei8) und meist auch 
ihr Gewicht angegeben. 





ei 

Die Ergebnisse der an Leber ausgefiihrten Untersuchungen finden 
sich in Tabelle XVI'. Die gréBte anaerobe Garung fétaler Leber, das 
16fache der mittleren Girung erwachsener, ergibt sich bei dem kleinsten, 
etwa 3cm langen Fétus. Mit fortschreitender Entwicklung fallt die 
Garung erst schnell, dann langsamer ab und betragt bei 4cm langen 
Féten im Mittel etwa das Achtfache, bei frisch geworfenen Ratten 
(hier ist die Kérperlinge kein MaSstab mehr fiir die Entwicklungszeit, 
da die Langenzunahme relativ zu klein ist) das Vierfache, bei 7 bis 20 Tage 
alten Tieren recht konstant das Doppelte der mittleren Garung 


el 
n- 


t 





1 Vgl. auch Protokolle XX bis XXIII. 
Biochemische Zeitschrift Band 196. 25 
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stationirer Leber. Wahrend die Q¥?-Werte mit fortschreitender Ent- 
wicklung abfallen, verindern sich die Qo,-Werte, allerdings nicht 
kontinuierlich, im entgegengesetzten Sinne. Die Atmung fétaler Leber 
ist sowohl in Ringerlésung wie im Pferdeserum nur etwa halb so grob 
wie die erwachsener Leber' und in dem untersuchten Altersbereich 
der Féten recht konstant. Bei frisch geworfenen Ratten ist die Atmung 
der Leber im Pferdeserum schon ebenso grob, wenn nicht gréBer als 
bei erwachsenen Ratten. Der scheinbare respiratorische Quotient 
wird bei der fitalen Leber ebensowenig wie bei der erwachsener, er- 
naihrter Tiere durch Pferdeserum beeinflubt. Dagegen ist er bei der 
Leber junger, siugender Ratten im Serum ebenso klein wie nach den 
Untersuchungen von Me yerhof? bei der Leber erwachsener Hungerratten 
im Serum. Die Tendenz zur Kohlehydratsynthese ist bei der Leber 
junger, noch wachsender Ratten also besonders grob*. 


In Tabelle X VII‘ sind die Ergebnisse entsprechender Stoffwechsel- 
messungen fiir die Rattenniere zusammengestellt, die einen ahnlichen 
Gang von Garungs- und AtmungsgréBe mit fortschreitender Ent- 
wicklung erkennen lassen. Die fast ausschlieBlich im Pferdeserum 
gemessene Atmung und anaerobe Garung sind bei der wachsenden 
Niere durchschnittlich gréBer als bei der wachsenden Leber, in Uber- 
einstimmung mit dem Unterschied, den diese beiden StoffwechselgréBen 
bei den stationiren Organen zeigen. Bei der Niere ist die mittlere 
Atmung des wachsenden Organs im Verhiltnis zu der des stationiiren 
noch kleiner als bei der Leber und erreicht auch bei 26 Tage alten 
Ratten noch nicht den fiir stationares Nierengewebe im Serum gefundenen 
Wert. Ferner unterschreitet der scheinbare respiratorische Quotient 
erst bei der Niere einer 20tagigen Ratte den fiir Niere ernaihrter, aus- 
gewachsener Ratten gefundenen Mittelwert. 

Die Ergebnisse obiger Stoffwechselmessungen an wachsender 
Rattenleber und -niere geniigen der von Warburg® fiir normales Wachs- 
tum aller Kérpergewebe (mit Ausnahme von Netzhaut) formulierten 
Beziehung: dQ}? /dt < 0 (¢ = Entwicklungszeit), wie sie von Negelein® 
beim Chorionepithel der Ratte, von Loeser? bei menschlicher Placenta, 
von Tamiya® bei Hiihnerleber gefunden wurde. Fiir die AtmungsgriBe 

1 Vgl. die Qo,-Werte vom Lebergewebe der Muttertiere in Tabelle VIITa 
(Nr. 8, 9, 10) und Tabelle VIIIb (Nr. 12, 13, 14). 

2 1. c., 8S. 365, Anmerkung 2. 

3 Vgl. FuBnote 8. 366. 

* Vgl. auch Protokolle XX bis XXIII. 

5 Diese Zeitschr. 189, 242, 1927. 

Ebendaselbst 165, 122, 1925. 


6 
7? Klin. Wochenschr. 6, 587, 1927. 
® Diese Zeitschr. 189, 175, 1927. 
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der Rattenniere besteht auBerdem noch die Beziehung: dQo,/dt > 0. 
Dagegen scheint die AtmungsgréBe der Leber mehr diskontinuierlich 
(beim Ubergang zum postfoetalen Leben) anzusteigen. 


b) Pathologisches Wachstum. 


Fiir die Erkenntnis der Stoffwechselanderungen beim pathologischen 
Wachstum der Epithelgewebe ware es zweckmabig, den Stoffwechsel 
an demselben Objekt in seinen aufeinanderfolgenden Wachstums- 
stadien zu untersuchen, wie dies fiir das Studium der Stoffwechsel- 
verinderungen beim normalen Wachstum méglich ist. Aber das patho- 
logische Wachstum ist in den einzelnen Stadien seiner Entstehung der 
experimentellen Untersuchung nicht in gleicher Weise zuginglich wie 
das normale Wachstum bei seinem allmahlichen Ubergang in den 
stationéren Zustand. 


Das einzige epitheliale Gewebe, das in verschiedenen Formen 
pathologischen Wachstums zur Untersuchung gelangte, war mensch- 
liches Schilddriisengewebe (Tabelle XVIII)'. Der Stoffwechsel der 
normalen Schilddriise vom Menschen ist unbekannt. Nimmt man im 
Hinblick auf die Befunde an Speicheldriisengewebe verschiedener 
Herkunft (vgl. S. 368) die mittlere GirungsgréBe der Kaninchen- 
schilddriise auch fiir stationires Schilddriisengewebe vom Menschen 
als giiltig an, so ergibt sich, daB demgegenitiber Kolloidstrumen im Mittel 
etwa 2,5mal, parenchymatése Strumen etwa 4,5mal und das eine 
untersuchte Adenom etwa zehnmal so stark giren. (Bei der Bildung 
der Mittelwerte von Reihe B ist der herausfallende Q¥?-Wert in Ver- 


such 2 unberiicksichtigt geblieben.) 


Zur Diskussion des absoluten Betrages dieser Garungszunahme ist zu 
beriicksichtigen, daB die verschiedenen Formen wachsenden Schilddriisen- 
gewebes im Zellgehalt untereinander und gegeniiber dem stationéren Gewebe 
infolge des unterschiedlichen Kolloidgehalts mehr oder minder differieren. 
Uberdies scheint der Trockengehalt des Kolloids héher zu sein als der des 
eigentlichen Gewebes, oder das Kolloid halt bei 100° noch Wasser gebunden, 
denn das Verhaltnis Feuchtgewicht/Trockengewicht betrug bei Kolloid- 
strumen (Versuche A 4 und A 5) 3,4 bzw. 4,2, bei parenchymatésen Strumen 
(Versuche B 3 und B 4) 6,0 bzw. 4,9. AuBer den Schwankungen des Kolloid- 
gehalts liegen noch wechselnde Verunreinigungen mit Nekrosen, binde- 
gewebigen Narbenstringen und in geringem Umfang mit Lymphocythen 
vor. In den meisten Versuchen scheinen wenigstens die fiir verschiedene 
Messungen benutzten Abschnitte desselben Gewebes annaéhernd physiologisch 
gleichartig gewesen zu sein, wie die Ubereinstimmung in der GréBenordnung 
der nach der Differential- und der Absorptionsmethode gefundenen 


Qo,-Werte (Versuche A 3, A 4 und B 4) und der Q}7-Werte der sofort und 





1 Vgl. Protokolle XXIV und XXV. 
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nachtraglich erstickten Gewebsschnitte (Versuche A 4, A 5, B3 und B 4) 
zeigt. In Versuch B 3 waren trotz Ubereinstimmung der Q}?-Werte a, be 
in der GréBenordnung bei Messung des aeroben Stoffwechsels die negativen 
Drucke in dem Manometer a (vp = 3cem) gréBer als im Manometer } 
(Ve = 7eem), bei gleichem Gewicht der in beiden Trégen verwendeten 
Schnitte. Es muB8 also der Schnitt in Manometer 6 etwa ebenso stark 
garendes, aber schwiacher atmendes Gewebe als der in Manometer @ ent- 
halten haben, oder seine Dicke war zu groB, was bei der Schwierigkeit, 
gleichmaBig diinne Rasiermesserschnitte aus dem schwammigen Driisen- 
gewebe zu gewinnen, durchaus méglich ist. 

Trotz der mangelnden Ubereinstimmung zwischen den Stoff- 
wechselwerten der Einzelversuche ergibt sich aus ihnen folgendes: 

1. Trotz seines héheren Kolloidgehalts ist die Garung des wachsen- 
den Schilddriisengewebes griBer als die des stationiren. 

2. Bei gleich geringem Kolloidgehalt gart das blastomatiése Gewebe 
(Adenom) starker als das hyperplastische (parenchymatése Strumen). 

3. Die unterschiedliche GarungsgréBe von Kolloidstrumen und 
parenchymatésen Strumen ist wahrscheinlich auf ihren verschiedenen 
Kolloidgehalt zuriickzufiihren. 

4. Die Atmung ist beim wachsenden Gewebe sicher nicht gréber, 
eher etwas kleiner, und die aerobe Garung nicht gréBer als beim 
stationaren. 

5. Ebenso wie beim stationiren Gewebe ist bei den Kolloid- und 
parenchymatésen Strumen der mittlere GarungsiiberschuB kleiner 
als Null. 

Von epithelialen Geschwiilsten untersuchten wir auBer dem er- 
wahnten Adenom noch Blasenpapillome (Tabelle XIX) und Carcinome 
vom Menschen (Tabelle XXI), sowie zum Vergleich das Flexner- 
Joblingsche Rattencarcinom (Tabelle XX). Das zum Versuch ver- 
wendete Gewebe war stets in wechselndem Ausmals von Bindegewebe. 
Rundzelleninfiltraten, Nekrosen und, bei den Carcinomen vom 
Menschen, auch mit Ursprungsgewebe durchsetzt. 

VerhaltnismaBig reines Tumorgewebe liegt noch bei Blasen- 
papillomen vor. 

Die von der Oberfliche der Tumoren stammenden Schnitte setzten 
sich histologisch aus den zu 95°, aus Epithelzellen bestehenden Zotten 
und aus Resten des bindegewebigen Stils zusammen, der ab und an Rund- 
zelleninfiltrate und Blutungen enthielt. Die hierdurch bedingten Differenzen 
im Aufbau der einzelnen Schnitte machen sich bei Doppelbestimmungen 
an verschiedenen Schnitten desselben Tumors bemerkbar (vgl. die ein- 
geklammerten Werte in Versuch 1). Bei der unterschiedlichen anaeroben 
Garung der verschiedenen Papillome ist zu bedenken, daB Papillome sich 
auch hinsichtlich ihrer Wachstumsfahigkeit sehr verschieden verhalten. 


Die mittlere anaerobe Garung liegt wenig tiber derjenigen unver- 
hornter stationirer Schleimhaut; die mittlere Atmung ist etwa ebenso 
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394 O. Rosenthal u. A. Lasnitzki: 


grok wie bei dieser und die gemessene aerobe Garung gréBer!. De: 
geringe mittlere Garungsiiberschu8 fallt noch in die Fehlerbreite de: 
Messungen. 


Dagegen verfiigt das Flexner-Joblingsche  Rattencarcinom 
(Tabelle XX) iiber ein Garvermégen, das die mittlere anaerobe Girung 
von stationarer Schleimhaut noch um 50°,, iibertrifft und betrachtlich 
gréBer ist als das Doppelte seiner mittleren Atmung. Die gemessene 
aerobe Garung liegt noch weit tiber dem berechneten Garungsiiberschul 
Der Warburgquotient liegt wie beim Jensensarkom zwischen 2 und 3 


Mikroskopisch ist das Gewebe des Flexnertumors in wechselndem 
Grade von Bindegewebsstringen durchsetzt, die mit Leucocythen infiltriert 
sind. Darauf diirfte zum Teil die auBerordentliche Schwankungsbreite de: 
Stoffwechselwerte verschiedener Tumoren und die haufige Inkongruenz 
der an verschiedenen Schnitten gemessenen StoffwechselgréBen beruhen. 
In den Versuchen 1, 2, 3 und 7 ist die aerobe Garung trotz groBer ode: 
ausreichender Atmung gleich oder gréBer als die anaerobe Garung. De: 
Mittelwert fiir die anaerobe Garung liegt in den hier angefiihrten Versuchen 
unter der mittleren GérungsgréBe, die Warburg, Posener und Negelein* 
sowie Murphy und Hawkins* fiir das Flexner-Jobling-Carcinom angeben. 
Doch haben wir in einem anderen Zusammenhang Gérungswerte gefunden, 
die sich den von diesen Autoren angegebenen naéhern. 


Bei den S pontankrebsex vom Menschen (Tabelie X X 1)‘ ist die mittlere 
anaerobe Garung noch geringer als beim Impfearcinom der Ratte, zum Teil 
wegen des geringeren Geschwulstzellengehalts, zum Teil sicher auch als 
Folge der Operationsschadigung. Die hierfiir in Betracht kommenden 
Momente (vgl. Abschnitt I, 1) sind die an sich schlechte GefaBversorgung 
der Tumoren und der Umstand, daB sie gleich nach Operationsbeginn durch 
Umschneidungen und Unterbindungen vom Blutkreislauf abgeschnitten 
werden und bis zur Entnahme oft noch eine Stunde bei Kérpertemperatur 
verbleiben. Brustkrebse, die durch das umhiillende Fettpolster vor 
Abkiihlung geschiitzt werden, sind sogar bei der Praparation noch 
annaihernd kérperwarm! Wenn also ein: menschliches Carcinomgewebe 
trotz hohen Geschwulstzellengehalts geringeres Garvermégen zeigt 
als tierisches Carcinomgewebe, so mu in erster Linie daran gedacht 
werden, daB ein teilweise abgestorbenes Gewebe zur Untersuchung 
gelangt, und nicht, daB geringeres Garvermégen fiir menschliche 
Carcinomzellen schlechthin charakteristisch ist, wie es Bauer und 


1 GréBere mittlere Stoffwechselwerte fanden Warburg, Posener und 
Negelein (1. c., 8. 348) bei drei von ihnen untersuchten Blasenpapillomen. 
Es ergab sich Qo, = 13; Oy = 16; ey = 26. 

2 Le, S. 348. 

% Journ. of General Physiol. 8, 2, 115, 1925. 

* Vgl. auch Protokoll XXVI. 
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Nyirt' auf Grund einiger Versuche folgern. Bei vier Mastdarmkrebsen 
unserer Tabelle ist die anaerobe Garung von gleicher GréBenordnung 
wie bei zellreichen, tierischen Impfcarcinomen und doppelt so gro} 
wie bei stationérer Mastdarmschleimhaut. Innerhalb eines Tumors 
nimmt die Garung mit wachsendem Geschwulstzellengehalt zu (Ver- 
such 6a und 6b). Ob Unterschiede im Garvermégen von menschlichen 
Carcinomzellen verschiedener Herkunft bestehen, kénnte nur an Hand 
eines groBen Vergleichsmaterials erértert werden. 

Bei den menschlichen Carcinomen ist der GarungstiberschuB? absolut 
und im Verhaltnis zur anaeroben Gaérung noch gréBer als beim Flexner- 
Jobling-Carcinom, da die mittlere Atmung offenbar infolge der Operations- 
schadigung wie bei den meisten menschlichen Geweben zu klein ist. Die 
auBerordentliche Schwankungsbreite der Qo,-Werte (vgl. z. B. Versuche 4 
und 5) ist sicher durch Messungsfehler mitbedingt, die auf der ungleichen 
Qualitét der im Manometerpaar verwendeten Schnitthalften beruhen. 
Im Mittel diirften sich diese Fehler aber weitgehend ausgleichen. 

Das wichtigste Ergebnis ist, daB auch beim Menschen die héchsten 
anaeroben Girungswerte bei so stark wachsenden Geweben, wie sie 
Carcinome darstellen, gefunden werden. Die von uns ermittelten 
Maximalwerte stehen mit den entsprechenden Befunden von Warburg, 
Posener und Negelein® sowie Rona und Deutsch* im Einklang. 


M1. Zusammenfassung. 


1. Es wird der Stoffwechsel stationirer und wachsender Warm- 
bliitergewebe in vitro untersucht. 

2. Bei den Geweben mesenchymaler Herkunft (Bindegewebe, 
glatte Muskulatur, lymphadenoides Gewebe) konnte aus den Ergebnissen 
der Stoffwechselmessungen auf etwaige mit dem Wachstum verkniipfte 
Anderungen im Zellstoffwechsel nicht geschlossen werden, da sich beim 
Wachstum der morphologische Charakter dieser Gewebe zu sehr andert. 
Immerhin erreicht die anaerobe Garung des Gesamtgewebes beim 
stiirksten Wachstum ihren Héchstwert. Doch erwies sich das Gir- 
vermégen dreier zellreicher Sarkome vom Menschen geringer als das 
des Jensenschen Rattensarkoms. 

3. Von den stationiren epithelialen Geweben giren Schleimhaute 
weit starker als epitheliale Driisen, entsprechend ihrem héheren Gehalt 
an wachsenden Zellen. Daraus ergeben sich im besonderen Schliisse 
auf das Garvermégen des Oberflichenepithels. 





1 Klin. Wochenschr. 5. 2055, 1926. 

2 Nach Krebs und Kubowitz (diese Zeitschr. 189, 194, 1927) bleibt die 
aerobe Garung menschlicher Carcinome sowohl im Krebsserum wie im 
normalen Menschenserum bestehen. 

3 1ec., S. 348. 

* Klin. Wochenschr. 5, 1216, 1926. 
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4. Das im stationaren Zustand ziemlich schwache Garvermégen 
von Leber und Niere ist im Zustand des fétalen und postfétalen Wachs. 
tums betrachtlich gesteigert. Mit fortschreitender Entwicklung nimmt 
das Garvermégen ab. Die Atmung verindert sich im entgegengesetzten 
Sinne, allerdings bei der Leber weniger kontinuierlich. 


5. Pathologisch wachsende Epithelgewebe besitzen ebenfalls ein 
erhebliches Giarvermégen. Bei geordnet wachsendem Schilddriisen- 
gewebe scheint die Girung auch bei héherem Kolloidgehalt gréBer zu 
sein, als im stationaéren Zustande. Die héchsten Garungswerte erreicht 
das Carcinomgewebe von Mensch und Tier. 


6. Der GarungsiiberschuB U = Q¥? —2Qo, ist im Mittel bei 
ungeordnet wachsenden Geweben, mit Ausnahme von menschlichen 
Sarkomen, positiv. Bei der Mehrzahl der tibrigen Gewebe ist sein 
Mittelwert negativ. 

7. Der Warburgquotient Q{? Qo, ist bei stationaéren und normal 
wachsenden Geweben <= 0.3, liegt beim geordneten pathologischen 
Wachstum meist zwischen 0.5 und 1,3 und ist beim ungeordneten Wachs- 
tum >2. Ausnahmen bilden: stationire Lymphknoten (Q%?/Qo, 
etwa 0,5), Strumen (Q$?/Qo, < 0,3), Sarkome vom Menschen (Q%?/Qo, 
etwa 1,0). 

8. In emer Anzahl von Versuchen wurde der Stoffwechsel auBer in 
Ringerlésung auch im Serum gemessen. Bei der Dickdarmschleimhaut 
vom Kaninchen schwand in der Halfte der Versuche mit arteigenem 
(frischem wie inaktiviertem) Serum die geringe, in Ringerlésung immer 
vorhandene aerobe Garung, wahrend artverschiedenes (inaktiviertes) 
Serum stets unwirksam war. Die aerobe Giarung hyperplastischer 
Mandeln blieb im inaktiven (arteigenen wie artfremden) Serum bestehen, 
wenn sie auch etwas geringer wurde. Die GréBe der aeroben Garung 
von Lebergewebe fétaler und erwachsener (ernahrter) Ratten und 
ebenso von Rattentumoren inderte sich im inaktivierten Pferdeserum 
nicht. 

9. Dagegen war die Atmung der Rattenniere im inaktivierten 
Pferdeserum um etwa 50%, die Atmung glatter Muskulatur von 
Kaninchendickdarm um 50 bis 100%, gréBer als in Ringerlésung. Auch 
die mittlere Atmung der ausgewachsenen Rattenleber war im Serum 
etwas griBer. Der aerobe Stoffwechsel des Leber- und Nierengewebes 
junger Ratten zeigt im inaktivierten Pferdeserum ein Verhalten, wie 
es dem von Meyerhof bei der Leber von Hungerratten beschriebenen 
entspricht. 

10. Der Stoffwechsel artverschiedener stationarer Gewebe wurde an 
Hand der Untersuchung von Dickdarmschleimhaut, Niere, Sub- 
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maxillaris und glatter Muskulatur verglichen. Der aerobe Stoff- 
wechseltyp war bei artverschiedenen Geweben stets gleich. Dickdarm- 
schleimhaut von Mensch, Kaninchen und Ratte stimmte auch in der 
GréBenordnung der einzelnen Stoffwechselkomponenten — iiberein. 
Niere und Submaxillaris vom Menschen atmeten schwacher als die 
entsprechenden Rattenorgane, wahrscheinlich infolge einer Operations- 
schadigung. Submaxillaris von Mensch und Ratte besitzt ein gleich 
groBes Garvermégen. Nierengewebe vom Menschen girte dreimal so 
stark wie Rattenniere (Mittelwert aus zwei Versuchen an Hyper- 
nephromnieren). Glatte Muskulatur von Taube, Mensch und 
Kaninchen stimmte in der GréBe ihrer Atmung iiberein, wahrend das 
Garvermégen in der genannten Reihenfolge anstieg. 

11. Zur Kontrolle der qualitativen Schnittgleichheit wurde in 
einer Anzahl von Versuchen die anaerobe Garung nicht nur unmittelbar 
nach der Préparation des Gewebes, sondern auch nachtriglich an den 
fiir die aerobe Stoffwechselmessung benutzten Schnitten gemessen. 
Im Mittel der einzelnen Versuchsreihen war die GarungsgréBe dieser 
verschieden vorbehandelten Schnitte beim Jensensarkom und Flexner- 
Jobling-Carcinom sowie bei lymphadenoidem Gewebe, Nasenpolypen, 
Magen-Darmschleimhaut und Kolloidstrumen innerhalb der Fehler- 
grenzen iibereinstimmend, so da®B gréBere Abweichungen in den 
Parallelmessungen der Einzelversuche auf ungleiche Schnittqualitat 
bezogen werden konnten. Dagegen‘war bei Leber, Niere, Submaxillaris 
und glatter Muskulatur vom Menschenmagen im Mittel der ersten 
Versuchsstunde die Garungsgeschwindigkeit nach nachtraglichem Er- 
sticken um 60 bis 170%, gréBer als nach sofortigem Ersticken. 
(Extragirung nach nachtraglichem Ersticken.) 


12. Bei der Leber handelt es sich bei der Extragarung (wie bei der 
Garung tiberhaupt) vorwiegend um den Zerfall zelleigener Substanzen. 
Dagegen wird bei der Extragérung der Submaxillaris vorwiegend der 
zugesetzte Traubenzucker umgesetzt. Die Garungskinetik wird erédrtert. 

13. Auch die Extragirung ist sicher im wesentlichen — wahr- 
scheinlich ausschlieBlich — Milchséuregirung. (Kolorimetrische Milch- 
saiurebestimmung nach Mendel-Goldscheider in derSuspensionsflissigkeit 
nach Beendigung der manometrischen Messung.) 


Dem Deutschen Zentralkomitee zur Erforschung und Bekaémpfung 
der Krebskrankheit méchten wir fiir materielle Férderung unserer Arbeit, 
den Herren Direktoren und Assistenten der Charité-Kliniken fiir die freund- 
liche Uberlassung des Operationsmaterials wirmstens danken. Bei der 
Durchsicht der mikroskopischen Praéparate wurden wir liebenswiirdiger- 
weise von Herrn Prof. H. Hirschfeld unterstiitzt. Die Herstellung dieser 
Praéparate verdanken wir Frl. M. v. Rosnowski, die Anfertigung der Mikro- 
photogramme Frl. H. Schmidt. 
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Ls re 
Protokoll I. Vergleichende manometriscl, “ny 
Temperatur etwa 37,5°. Ringerlésung Cx 
Volumen der 

Sofort oder Suspensions. Glucose: t, 
Nr. Datum Gewebe — a flissigkeit yn 2 

ccm %o 

1927 

1 14. Il. Mastdarmschleimhaut (Mensch) Sofort 3,0 0,2 ”) 

2 10. V. | Hyperplast. Gaumenmandel (Mensch) Sofort 3,0 0,2 
3 10. V. | Hyperplast. Rachenmandel (Mensch) Sofort 3,0 0,2 i 
4 7. VIL. Niere (Mensch) Sofort | 30 0,2 4 
5e 7. XII. | Muscularis vom Kaninchendickdarm Sofort 3,0 0,2 18 
5a Nachtraglich 3,0 0,2 q 
5b -. 3,0 0.2 9 
6c | 4 XL) Submaxillaris (Ratte) Sofort 05 0,2 25 
6a Nachtraglich 0,5 0,2 15 
6b ” 0,5 0,2 15 
Te 9. XII. | Desgleichen ‘ Sofort 3,0 0,2 18 
7 k ” 0.5 0.0 18 
7k Nachtraglich 0,5 0,0 14 
7a ‘ 0,5 0,2 14 
7b . 0,5 0,2 14 

1928 id. a 
Se | 11. LL Desgleichen Sofort 3,0 0,2 17 
8a, (bd, u. bg wurden vor dem Ersticken 60’ Nachtraglich 0,5 0,2 16 
8 ag in traubenzuckerfreier, bicarbonat- a 0,5 | 0,2 10 
8d, haltiger Ringerlisung mit 5% CO, + . 0,5 | 0,2 17 
8 bg in Og bei 37,5° bewegt) . 0,5 0,2 16 
9c | 2. L Desgleichen Sofort | 3,0 0,2 19 
9k . 0,5 0,0 25 
9a Nachtraglich| 0,5 0,2 16 
9 k’ mn 05 0,0 17 
= —_ — , 

10¢ 1. IL. Submaxillaris einer Hungerratte Sofort 3,0 | 0,2 1s 
10k (Hungerzeit 44 Std.) » 0,5 | 0,0 18 
10a Nachtraglich 3,0 0,2 18 
10 k’ s 05 | 0,0 19 
lle a ee. Leber einer Hungerratte Sofort 0,5 0,2 1s 


lla (Hungerzeit 44 Std.) Nachtraglich 3,0 0,0 15 





rotokolle. 
“nd kolorimetrische Milchséurebestimmungen. 
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25 146,5 167 


40 120 | 200 


28,5) 26,0 197,5 243,5 
21 |186 157 


31,5, 84,5 112 
35 | 88,5118 
14 | 51 

19,5, 50,5 
17,0 42,5 


62,4 
54,4 
24,0 83,5111 

4,0 26,0 37,6 
2,5, 20,5) 29,8 
26,5 138,5 175,5 
19,5 96,0 128 
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19,5157 186 
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57,5 


: 

| FI = = 3 

keg | ait : ai} ils 

CO, | t O2 > = > : 
qmm | cmm mg mg 0), 


1,032 173,0 0,695 0,670 — 3,6 


12 218 


0,876 0,90 + 27 
1,013203 0,816)0,860| + 5,4 
1013247 0,994 0,839 ~ 16,5 
1,005 157 0,636 0,615 — 33 
1,063 120 0,481 0,432 — 10 
1,036 126 0,504.0,510 + 1,2 


0,456 26,8 0,108 0,125 + 15,5 


0,464 29,0 0,116 0,195 + 68 

0,462 25,1 0,101 0,155 + 53,5 
1,005'111,5 '0,448 0,435 — 29 
0,369' 13,850,056.0,06 + 7,2 
0,464) 13,800,056 0,05 — 105 
0,464 81,5 0,328 0,245) — 25.5 
0,462) 59,1 0,238 0,170, — 28,5 
1,005 50,6 0,204 0,210 + 2,9 
0,464 32,1 0,1290,125 — 31 
| 0,456 58,0 |0,238 0,200, — 14 

'0,464 26,4 0,106 0,095 — 10,5 


0,462 33,8 0,131 0,120 — 84 


| 1,005 109,5 0,44 0,305, — 31 
0,369 27,3 0,11 yen — 23 
0,462 86 0,346)0,225, — 35 
= 27 ~=—-0,108 0,068 — 37 


| 1,095, 56,6 0,228 0,225|— 1,3 
| 0,363 21,6 0,088, 0,085) — 2,1 
0,993125 0,504 0,875 — 25 
0,464) 31,1 0,125 0,090 | — 28 


0,464 28,4 0,114 0,110) - 35 
1,036 50,0 0,201 0,195) — 3,0 


| 
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Erklirung zu Protokoll 1. 
A. Berechnung der in der Gesamtzeit gebildeten Milchsdéuremenge. 


t, = Zeit vom Einbringen der Schnitte in die Trége bis zur Herausnahme 
der Schnitte. 
t, = Verweildauer der Schnitte in den Trégen bei Zimmertemperatur. 
tm = Dauer der manometrischen Messung. 
htm = beobachtete Druckdifferenz (Millimeter Brodie) in der Zeit t. 
ht, = berechnete Druckdifferenz fiir die Zeit ty. 
100, = hty-koo, = ausgetriebene C O,-Menge in Kubikmillimeter wahrend ¢,. 


Muon. = 200, .4,02.10-% = gebildete Milchséuremenge in Milligramm, be- 


rechnet aus der ermittelten CO,-Menge. 
M,.\. = Milligramm Milchséure, nach der kolorimetrischen Methode be- 
stimmt. 

Wird die Gérungsgeschwindigkeit bei Zimmertemperatur (20°) gleich 
ein Viertel der Géarungsgeschwindigkeit bei Thermosiatentemperatur 
(37,5°) gesetzt (vgl. Warburg, Posener und Negelein, diese Zeitschr. 152, 
309, 1924, Abb. 4) und ist die Gargeschwindigkeit wahrend der ganzen 
Dauer der manometrischen Messung konstant, so ist 

hiy = Mem (ty — 0,75 t, ). 
tm 
Nimmt aber die Gargeschwindigkeit, wie meist im Verlaufe der Messung, 
ab, so ist die Extrapolation aus /; nicht angangig. In diesen Fallen setzen 
wir unter alleiniger Verwendung der am Beginn und am Ende der mano- 
metrischen Messung beobachteten Druckdifferenzen 


h h 
hty = i (0,25 t., + tiny) + hem + “ag (ttny + 9,25 t,). 
Hierin bedeuten: 

t;, = Zeit vom Einbringen der Schnitte in die Trége bis zum Einhangen 
der Trége in den Thermostaten. 

tz, = Zeit von der Herausnahme der Trége aus dem Thermostaten bis 
zur Herausnahme der Schnitte aus den Trégen. 

tt», und ta, = Verweildauer der Trége im Thermostaten vor Beginn und 
nach Ende der manometrischen Messung. 

him, und htm, = beobachtete Druckdifferenzen in den Zeitintervallen 
tm, und t,, am Beginn und am Ende der manometrischen Messung. 


B. Die Milchsdurebestimmung nach Mendel-Goldscheider. 


Bei der Herausnahme der Schnitte wurde die ihnen anhaftende Sus- 
pensionsfliissigkeit mit einigen Tropfen Aqua dest. in den Trog zuriick- 
gespiilt und der Troginhalt quantitativ in einen bis ein Zehntel graduierten 
10-cem-MeBzylinder iibertragen. In diesem wurde bei 0,5 bzw. 3,0 ccm 
Ausgangssuspensionsfliissigkeit mit 0,5 bzw. 1,0 ccm 10- bis 15 %iger Meta- 
phosphorsaéurelésung das Eiwei8 gefaillt und auf 4,0 bzw. 8,0cem mit 
Aqua dest. aufgefiillt. Das eiweiBfreie Filtrat wurde im weiteren nach der 
Originalvorschrift verarbeitet. 

Bei gréBeren Milchsiuremengen und 3,0ccm Suspensionsfliissigkeit 
wurde ein aliquoter Filtratteil 1: 1 verdiinnt (Versuche 2 und 3) oder nicht 
die gesamte Suspensionsfliissigkeit zur Bestimmung verwendet (in Versuch 4 
1,0 cem, in Versuch 5 und 7c 2,0 ccm zu 8,0 aufgefiillt). 
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Cabelle TIC, Nr. 4. 26. Marz 1927. Muscularis vom Magen eimes Menschen. 








Magenresektion wegen Magengeschwiir.) Temperatur 37,5°. Ringerlésung. 





GetiB a 


GetaB b 


Geeeeem «scan ceesecne O, etwa 5°/> CO, in N, 
EN 6 6a 6 6-9. 9 & #0 0,l com 5°/,iger KOH — 
NaHCO,;**** "°C CC" 3.10-3 mol. 2.5. 10-2 mol. 

k tration in °/) . 0.0 0.2 
Volumina in com. ...... tp = 06 = 4.23 Up = 05 tg= 414 
GetéSkonstanten in qmm.. . ko, = 0,373 ke 0, = 9.392 
Schnittgewichte in mg . 4,32 bon 
Druckdifferenzen in 39’ 

in mm SOR 3 — 75 + 33.5 
Druckdifferenzen in 30’ 
DE cbs ohh es % — 75 + 33,0 
. . N 
Ss To = = 3,58 
toffwechselquotienten Yo, = 13 Cy = 3 


Protokoll III. 


Tabelle ITLD, Nr. 3. 19. Oktober 1927. Muscularis vom Kaninchendickdarm. 











Temperatur 37,6°. Ringerlésung Cyguco, = 2,5.10-*. 0,2% Glucose. 





 Gefi® a GetiB d 
Georaum .. 2. cs eee ecee 4,3°%) COg in Og 
Volumina in com. ....... tp = 30 | Up = 7.0 
Ug = 1113 Ug = 6,75 
GefaSkonstanten inqmm... . ke 7 1,148 Keo, = 0,986 
1, = 0,987 Ky, = 0611 
Schnittgewichte in mg .... . 25.03 3,59 
Druckdifferenzen in 10’, mm — 1.0 — 75 
= » 25’, mm + 1,0 — 11,0 
7 » 20’, mm + 2,0 — 80 
™ » 10’, mm + 2,0 — 25 
Qo, 2,95 Qe = 3,42 
Mittl. Stoffwechselquotienten Qe — 0,47 Qs? 1.16 
fiir die zwei ersten Beob- : : Qo, : 
achtungsintervalle Ne 0 
Ov — Oe _ 199 
Qo, 2,36 Qe: = 2,92 
0 
Mittl. Stoffwechselquotienten Qe — 056 Qs? an 
fiir die beiden letzten Beob- ' Qo, 
achtungsintervalle No _ 9? 
= Ov - 1,33 


 GelB ce 


48%, CO, 
in N. 
tp = 5.0 


Ug = 7.582 


k 0,942 


CO» = 
15,25 


+ 11,0 
+ 27,0 
+ 20,0 
+ 10,0 


26* 
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Protokoll XII. 


Tabelle XI, Nr. 7. 21. Dezember 1927. Schilddriise eines 2 kg schweren 

Kaninchens. (In einem histologisch untersuchten Gewebsschnitt fand sich 

nur gleichmaéBiges Schilddriisengewebe.) Medium: Pferdeserum (vom 

27. Oktober 1927); 90 Minuten bei 56° inakitiviert. 35,5cem Serum 

+ 1,28cem 5,6%ige Glucoselésung. Temperatur 37,7°; B, = 740; 
Po = 440; pu = 7,64; Au = 7,2. 





GetaB a GetaB b GetaB c 
Gasraum én be 6 wh we S'S 44 %o CO, in Oz 44 0/9 CO, in N, 
censletens { Up = 05 tr = 1,5 Up = 05 
olumina iM COM. ...+ + «© «ee | VG = 4.9% VG = 2.88 Ue = 417 
Ringer — 0464 | KBloger — 0.338 
GefaSkonst. in Ringerlsg. i | ‘co, : CO Ringer __ 
ee ee kg, = 0437 Ko, = 0257 Koos 0363 
(A Au 
IS oo ae ( “) = 0,109 ( rt) = 0,176 
Ap Ap/e Ap/m 
GeféSkonstanten in Serum,qmm = kA" = 0,519  _KOwt™ — 0,502 ky = 0451 
2 2 . 
Schnittgewichte in mg .... .- 2.15 241 4,93 
Druckdifferenzen in 30’ . . -6,5 mm — 30,0 mm + 11,0 mm 
. » 30’ —6,0 , — 30.0 , + 80 , 
Stoffwechselquotienten . . Qo, 12,3 Qe? = 125 ey - 1,74 
02 
Oy = 6 Cs" _ 0.949 
‘ Q, 
O2 


Protokoll XIII. 


Tabelle XII, Nr. 6. 19. November 1926. Magenschleimhaut vom Menschen 

(Antrumresektion bei uleus ducdeni. Schleimhaut blaB, nur wenig Schleim 

anhaftend). Temperatur 37,5°. Ringerlésung Cyanco, = 2,5. 10-* mol. 
0,2°,, Glucose. 











GetaB a GetaB b GefaB c 
Gaegemiesh 2.2.0 s eee etwa 5%) CO, in O, etwa 5 Ye CO, 
in Ny 
, v1, = 30 tr= 70 Ur = 30 
Volumina in com. ....... % = 9,07 t= 651 v= 10,91 
a, = 0,967 Lam, = OF Lo = §j 
GefaBkonstanten inqmm.. . . koo, pe Koo, 0,966 ky O02 1,129 
ko, = 0.806 Ky, = 0,591 
Schnittgewichte in mg ... .- - 404 a7 7,60 
Druckdifferenzen in 30’ . . — 6,0 mm —210mm | +51,0mm 
“x Fae ee 15’ ei Be —3,0 , __— 10,0 um _| +20 , 
Stoffwechselquotienten. . . Qo, = 8,36 Qe: = 8,37 Oy = 15,3 
2: 
i Q? =—86 _s| — 1,0 
l Yo, 
| Qi — Oi 


= 1,88 U =—1,4 


Qo, 
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Protokoll XX. 
labelle XVIA, Nr. 7. 2. November 1927. Fétale Rattenleber. Lebern von 
zwei je etwa 4,5em langen und je etwa 4g schweren Foéten. Pferdeserum 
vom 27. Oktober 1927), 90 Minuten bei 56° inaktiviert. 40cem Serum 
1.5ceem 5,6 % iger Glucoselésung. Temperatur 37,6°. By = 730; py = 450; 
pu = 7,62; Au = 6,9. 





Getab a Geta 6 GetaB c 
Gasraum . 2.22 ee ee ewes 48°95 COs in Oy 48% CO, im Ny 
{ Up os vr = 15 tp = 5.0 
Volumina incem.......-. Ug = 487 re 317 Ug = 782 
pBinger _ o4s6 | KBineer _ 0353 
Gefa®konst. in Ringerl. in qmm | “02 o COs pany jBinger _ 9 94> 
\ ko. = 0440 Ky. 0,282 COs 942 
lu Jove e eee eee (< — ) = 0,101 (° oo 0,122 
Ip, pie ple 
GefaBkonst. in Serum in qmm . ko. = 0,507 a == 0,504 ky = 1,554 
Schnittgewichte in mg .... - 4,12 ” 3,57 741 
Druckdifferenzen in 30°. . 9.5 mm — 26,5 mm + 20,0 mm 
e — —95 , —245 , + 22.0 
Stoffwechselquotienten . . Qo, = 7 Qe = 65 ey 8,82 
O-» 
Qe 
v= * = 0,845 
Qo, 


Protokoll XX1I. 
Tabelle XVIB, Nr. 3. 23. November 1927. Leber junger Ratten. Leber 
von zwei 13 hon alten, 12 ¢ schweren und 6cm langen Ratten. Pferde- 
serum vom 27. Oktober 1927, 90 Minuten bei 56° inaktiviert. 30 ccm Serum 
+ 1,lleem 5.6 igor Ghucoseleung. Temperatur 37,7°. By, = 700; py = 440; 
pu = 7,61; Ju = 12,6. 





GetaB a Gefab b GefaB ¢ 
ee 48°99 COsg in Oy 48°) COx, in Np 
p= 30 vr = 70 Up = 05 
Volumina incem......+- \ Ue 1.13 Ug = 675 Ue 4.9 
Ringer _ Ringer 
GefaSkonst. in Ringerl. in — — -— Koy 03 — j Ringer — 0.464 
ko, = 0982 | Ko. = 06 CO, 

Au (<") _— (: 4s) = 
Ap Aple- A 4) ‘ 
GefaBSkonst. in Serum in qmm . ko. = 1,048 Keo." = 2,140 "6 = 0,624 

Schnittgewichte in mg .... - | 671 7,02 6,48 
Druckdifferenzen in . . . 10° —12,5 mm 10’ —225 mm 30’ + 14,0 mm 
7 ~ «as sae ~HR . i —-e0 . WwW +e . 
Stoffwechselquotienten . . Qo, = 126 QI = 3,34 Qy = 25 
O» 
= ~ = 0,266 


0» 
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Protokoll XXII. 


Tabelle XVIIA, Nr. 4. 2. November 1927. Fétale Rattenniere. Nieren 
zweier etwa 4,5cem langer und 4g schwerer Féten. Pferdeserum vom 
27. Oktober 1927, 90 Minuten bei 56° inaktiviert. 40 cem Serum +- 1,5 cem 
5,6 Giger Glucoselésung. Temperatur 37,6°. B, = 730; py = 450; pa = 7,62; 





Au = 6,9. 
GefiSBa | GefiBd~ GetaB ¢ 
a 48°), CO, in Og 48° 9 COx, in N, 
siiiiidiens Up = 05 Up = 15 tp = 05 
a Set t+ 8 + 8 \ tq = 4% Ug = 2,88 Ug = 493 
Ringer _ -Ringer __ 
GefaSkonst. in Ringerl, in qmm Koo, _ Keo, pes jitinger — 0,462 
, wigs \ ko, = 0437 Ko, = 9257 UO, 
du du) 
(43) ey eee er ee (35) = 0,101 (Jp) = 0,182 
\ Cc ‘M 
- ‘ . Serum __ -Serum 
GefaBkonst. in Serum in qmm . oo, = 0,515 Keo. 0,489 ky = 0,553 
Schnittgewichte in mg .... . 2,99 ~ 307 161 
Druckdifferenzen in .. . 10° —40mm 10’ —18,0mm | 30’ + 255mm 
- ? x 207° — wie 20 = vena » | 30’ +265 , 
Stoffwechselquotienten . . Qo, = 155 Of = 145 Oy = 178 
Qe 
OY = 0 - — 0.996 
Mw Q, 93 
U = — 13,2 
A 


Protokoll XXIII. 


Tabelle XVIIB, Nr. 3. 23. November 1927. Niere junger Ratte. Nieren 
von zwei 13 Tage alten, 12 g schweren und 6cm langen Ratten. Pferde- 
serum vom 27. Oktober 1927, 90 Minuten bei 56° inaktiviert. 30,0 cem 
Serum + 0,lleem 5,6%iger Glucoselésung. Temperatur 37,7°. B, = 700; 

Po = 440; pu = 7,61; Au = 12,6. 





 GefiSa | GefiBd GefaB c 
ee a a a 4,8°/5 CO, in O, 48°95 CO, in N, 
; a, vF—= 30 | Up = 70 Up =05 
Volumina in com. ...... v,, 10,19 «| ty, = $87 Ug = 487 
eBivert — 16s | KBOH— 0908 | 
‘ ae , 2 2 nger _ 
Gefa®konst. in Ringerl. in qmm ko, = 0,902 Ko, — 0533 keo, = 0,456 
\ i; du 
(4“) Feet aeh oud ee os (5°) = 0,166 (Fe)y=o™ 
p ple i 
GetiBkonst. in Serum inqmm . keg." = 1.563 | KGG\™ = 2068 ky = 0,610 
Schnittgewichte in mg .... .« 5,53 ” 4,55 2,49 
Druckdifferenzen in . . . 10’ —12,0mm 10’ —24,0mm 30’ +95 mm 


20° —25,5 , |20° —475 , | 80° +80, 
OY = 4,35 
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Protokoll XX VI. 


Tabelle XXI, Nr. 6b. 15. Dezember 1926. Mastdarmkrebs eines Mannes. 
Temperatur 37,5°. Ringerlésung Cyauco, = 2.5. 10-2 mol. 0,2°, Glucose. 





GetaB a GetaB b GetaB 

ee etwa 5°/, CQO, in Oy etwa 5°), CO, in N, 
Volumina in ccm | “7 = * x siete k, 05 

as ees tes | Uy = 96 Up = 651 ky = 44 

keo, = 1,013 Koo, = 0,966 

efaBkonstanten in qmm.. . 2 - h O414 
Ge i. = 0,852 Ko, = 0,591 CO, . 
Schnittgewichte in mg ..-. . 3,80 3,88 2.09 


Druckdifferenzen in ... 30° +285mm 30’ + 225mm _ 15’ + 380mm 
30’ + 26.5 , 30’ + 21,5 15’ + 34.0 , 


: ” - 





n 
Stoffwechselquotienten . . Qo. 8,56 Ye 24,8 ey 28,5 
: Os 
Oy = 16,2 ev 19 
; Os 
: No 0» 
+ —Q 2 
“2 “=144U=+114 
. O2 
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Experimentelle und theoretische Studien 
iiber die Rolle des Magnesiums und Calciums bei der Siuerung 
bzw. Ermiidung des Muskels. 


(Verhalten 
der Erdphosphate des Muskels bei der sauren und alkalischen Totenstarre.) 


Von 
Leonhard Wacker. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 22. Marz 1928.) 


Die Lebensvorginge in der Zelle, insbesondere im Muskel, sind 
auber der Nahrungs- und Sauerstoffaufnahme an gewisse weitere 
Stoffwechselvorgange gebunden, die unter anderem durch die Produktion 
von Milchsiure und Kohlensaure in die Erscheinung treten und je 
nach der produzierten Menge bzw. Beanspruchung ein Vorherrschen 
der alkalischen oder sauren Valenzen im Innern der Zelle im Gefolge 
haben. Durch die gebildete Milchsiure an sich, sowie die dadurch 
bedingten Verainderungen im Puffersystem kénnen die gegenseitigen 
Mengenverhaltnisse der wasserléslichen Mineralstoffe (Elektrolyte) 
eine Verschiebung erfahren. Die Kationen dieser Elektrolyte beein- 
flussen in geeigneter Mischung — wie man annimmt — den physikalisch- 
chemischen Zustand der Zellkolloide, der wiederum im engsten Zu- 
sammenhang steht mit der Regulation der Funktion der Zelle. Diese 
Neuentstehung von Elektrolyten und die Verschiebung der Mengen- 
verhaltnisse im Gefolge von Stoffwechselvorgingen verschaffen der 
Zelle die Mittel, aus sich selbst Motoren fiir ihre Funktion zu erzeugen, 
wodurch sie eine gewisse Selbstandigkeit erlangt'. Umgekehrt stellt 
sich nach erledigter Funktion unter dem Einflu®B der Nahrungs- und 
Sauerstoffaufnahme der Ausgangszustand wieder her, der insbesondere 
gekennzeichnet ist durch die Speicherung von Energiematerial, ein 
Vorherrschen der alkalischen Valenzen im Puffersystem und ein ge- 
eignetes Mengenverhialtnis der Elektrolyte. Diese Faktoren zusammen 


1 S.G. Zondek, ,,Die Elektrolyte’, 8.112. Berlin 1927. 
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gewahrleisten im Bedarfsfalle eine richtige Funktion der Zelle. Die 
Bedeutung der Veranderung des Elektrolytgehalts des sehr aschenreichen 
Muskels fiir dessen Funktion — abgesehen von den Schwankungen im 
osmotischen Druck und dem die fermentativen Prozesse regulierenden 
H-Ionengehalt der Pufferung — wird klar, wenn man sich vergegen- 
wartigt, daB das Kation K eine Steigerung und das Ca eine Verminderung 
der Reizempfindlichkeit des Muskels bewirken kann. Ein isolierter, 
durch Induktionsschlage gereizter und ermiideter Muskel kann durch 
Erhéhung des Kaliumgehalts des Nahrmediums wiederum zu einigen 
Zuckungen veranlaBt werden, waihrend eine Vermehrung des Calciums 
eine absolute Unempfindlichkeit gegen weitere Reize zur Folge hat!. 

In seinen bekannten Untersuchungen iiber die Bedeutung der 
Ionen fiir den Ablauf der Lebensvorgiinge kommt Jaques Loeb* sogar 
zu dem SchluB, daB wir es den hemmenden Kraften der Calcium- und 
Magnesiumionen im Blute zu verdanken haben, wenn sich unsere 
Skelettmuskeln nicht ebenso rhythmisch kontrahieren wie das Herz*. 

Die Reizwirkungen der Ionen in der Einzelzelle kinnen bei héheren 
Organismen durch die Nervenfasern an entfernter gelegene Orte weiter- 
geleitet werden und dort eine einheitliche Gesamtwirkung zur Ent- 
faltung bringen. Sogar die von den arbeitenden Zellen an die Umgebung 
bzw. das Blut abgegebenen Stoffwechselprodukte in Form von Elektro- 
lyten kénnen wiederum andere Organe, wie das Herz und die Leber, 
regulierend beeinflussen, denn es ist einerseits bekannt, da Ca eine 
Hyperglykimie und Alkali eine Hypoglykimie* verurgachen kann, 
und da andererseits bei der Muskelarbeit saures Kaliumphosphat® 
und Alkalilactat® an das Blut abgegeben werden. Wie kompliziert 
die Verhiltnisse sind und welch feiner Regulationsmechanismus vorliegt, 
geht aus der Tatsache hervor, daf sich nach Aufnahme von sauren 


1 Kraus und Zondek, diese Zeitschr. 156, 216, 1925. 

2 J. Loeb, Festschrift auf Fick, 1899, Decennial Publ. Univers. Chicago. 

3 Derselbe, The dynamic of living matter 1906 (zit. nach J. Markwalder). 

* Zondek und Benait, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 281, 1924; 
Elias, diese Zeitschr. 48, 120, 1913; Bricker, Klin. Wochenschr. 1924. 
Nr. 52, 8S. 2389. 

5 Embden und Adler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 1 und 34, 1922; 
Embden und Lange, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 3, 5S. 139. 

* Der Ubergang von Milchséure in das Blut in Form von Alkalilactat 
bei der Muskelarbeit wurde von verschiedenen Seiten, in letzter Zeit auch 
von Fahrig und Wacker, bestatigt. Diese Tatsache steht nicht in Widerspruch 
zu den bekannten Untersuchungen Meyerhofs iiber die Resynthese der 
Milchséure zu Glykogen im Muskel, weil Meyerhof seine Studien am 
isolierten Muskel — auSerhalb des Kérperverbandes -— ausgefiihrt hat. 
Ob die in das Blut iibergefiihrte Milchséure an K oder Na gebunden ist, 
ist noch nicht entschieden, deshalb bediene ich mich des Ausdruckes 


Alkalilactat. 
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Bestandteilen in das Blut eine Mobilisierung von Ca-lonen bemerkbar 
macht. Eine analoge Erscheinung beziiglich der Elektrolyte der 
alkalischen Erden, d. h. des Ca und Mg, vollzieht sich unter dem 
Einflu8 der Sauerung auch im Muskel. Dieser Vorgang soll den Gegen- 
stand der vorliegenden Abhandlung bilden. Er ist deshalb fiir die 
Muskelphysiologie von Interesse, weil den Ca-Ionen ein erschlaffender 
EinfluB, den Mg-lonen eine ahnliche analgetische sedative Wirkung 
(Magnesiumnarkose) zukommt. 

In einer friiheren Mitteilung' wurde die Vermehrung des léslichen 
Magnesium phosphats im Kochextrakt des quergestreijten Muskels nach 
vorangegangener Ermiidung oder nach dem Eintritt der Totenstarre 
experimentell bewiesen. Es miissen sich demnach unter dem Einflu’ 
der gebildeten Siure — primar oder sekundir — Prozesse vollziehen, 
welche unlésliches Magnesiumphosphat, das seiner Unléslichkeit wegen 
eine passive Rolle spielen mub, in den Elektrolytzustand, d. h. lésliches, 
aktives, ionisiertes Magnesium iiberfiihren. Diese lésliche Magnesium- 
verbindung scheint, zum mindesten postmortal, teilweise in die 
Gewebsfliissigkeit bzw. in das Blut iiberzutreten. Dies geht aus den 
beifolgenden Analysen hervor, sowie aus den Befunden Hiirthles?, 
wonach sich an der Oberfliche eines in eine N H,-haltige Atmosphire 
eingehingten Muskels Mg-Ammonphosphatkristalle abscheiden, und 
ferner aus den Ergebnissen der Untersuchungen von Henry Cohen®, 
der im Serum und in anderen Kérperfliissigkeiten nach dem Tode 
den Magnesiumgehalt vermehrt gefunden hat. Die Zunahme der 
lislichen Magnesiumverbindungen im Kochextrakt des totenstarren 
Muskels im Vergleich zu den Mengenverhiltnissen in dem Extrakt des 
sofort nach dem Tode ausgekochten gleichnamigen, noch nicht starren 
Muskel desselben Tieres setzt voraus, daB sich im frischen ausgeruhten 
Muskel ein ungeléstes Depot des Magnesiums, wahrscheinlich als an- 
organisches sekundares Phosphat vorfinden muf, das unter dem Einflup 
der in vivo oder postmortal einsetzenden Sduerung teilweise in Lésung geht. 

In der Tat lieB sich in der Asche des Riickstandes des ausgekochten 
Muskels ein solches Depot nachweisen. Die Gripe des Depots variiert 
mit der Menge der im Muskel gebildeten Sdéure, man findet daher den 
Aschengehalt des ausgekochten Muskelriickstandes erheblich gréber 
im alkalischen frischen als im sauren totenstarren Muskel. Es findet 
also eine Verschiebung der Mengenverhiltnisse der Elektrolyte des 
Magnesiums zu den anderen Elektrolyten innerhalb des Muskels selbst 
als Folge von Stoffwechselvorgingen statt. Wenn man diesen Vorgang 


1 L. Wacker, Miinch. med. Wochenschr. 1927, Nr. 29, S. 1222. 

? K. Hiirthle, Arch. f. d. ges. Physiol. 100, 451, 1903. 

’ H. Cohen, Chem. Centralbl. 1927, II, 1719; Ber. d. ges. Physiol. 
40, 552. 
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analytisch verfolgt, so ergibt sich ferner, dap bei sehr starker Sdurebildung, 
wie dies beim Eintritt der sauren Starre der Fall ist, mit dem Magnesium 
auch etwas Calcium in Lésung geht. Als Beweis, dab die Saurebildung 
und nicht etwa fermentative Prozesse die treibende Kraft fiir die 
Lésungsvorginge sind, mag gelten, dab bei der alkalischen Totenstarre, 
die nur durch sehr geringe Siuremengen eingeleitet wird, der Ubergang 
von unliéslichem in lésliches Magnesium, verglichen mit den Verhiilt- 
nissen bei der sauren Totenstarre nur gering ist und eine Lésung des 
Calciumdepots ganz ausbleibt. 


a) Uber die Bedeutung der Vermehrung der Mg- und Ca-Ionen im Muskel. 


Man darf wohl annehmen, da8 eine Vermehrung der Mg- und Ca-Ionen 
in innigem Zusammenhang stehen mu8 zu den iibrigen Symptomen, die 
eine reichliche Milchséurebildung im Muskel bei starker Beanspruchung 
zur Folge hat. Wenn durch K eine Steigerung, durch Ca eine Verminderung 
der Reizempfindlichkeit des Muskels zu erzielen ist, so wird durch Ver- 
mehrung des Ca eine schnellere Ermiidbarkeit erreicht werden'. Ahnlich, 
doch keinesfalls identisch ist die physiologische Wirkung des Mg. Durch 
subkutane Zufuhr von Magnesiumsalzen l4Bt sich nach Meltzer und Auer?® 
ein schlafahnlicher Zustand bis zur vollkommenen BewuBtlosigkeit erzeugen. 
Eine Vermehrung der Mg- und Ca-Ionen kann daher mit Recht in dem 
Sinne gedacht werden, daB sich die erwahnten Eigenschaften der beiden 
Ionen im Muskel bei forcierter Arbeit mehr und mehr Geltung verschaffen. 
Ein schlagender Beweis fiir die Richtigkeit dieser Erwigung ist die Herab- 
setzung der Reizempfindlichkeit bzw. die Lésung von Krampfzusténden 
bei parenteraler Zufuhr von Mg und Ca bei Tetanus und Tetanie. 


Aus den nachfolgenden Erwagungen geht hervor,! welche Be- 
deutung der Vermehrung dieser Ionen im Muskel zukommen kann: 

1. Ermiidung und iibermaBige Beanspruchung ist charakterisiert 
durch eine Saureanreicherung. 

2. Eine Begleiterscheinung der Saureanreicherung ist die Ver- 
mehrung der Mg- und Ca-Ionen. 

3. NachgewiesenermaBen haben Mg-Ionen eine sedative Wirkung 
und Ca-Ionen bewirken eine schnellere Ermiidbarkeit. 

4. Tetanus und andere Muskelkrimpfe lassen sich durch Mg- 
und Ca-Ionen beseitigen. 

Der chemische Befund einer Vermehrung der Ionen bei starker Be- 
anspruchung des Muskels deckt sich demnach mit der bekannten Wirkung 
von Mg- und Ca-Ionen auf den Muskel und dem Begriff der Ermiidung. 
Die Erscheinung der Ermiidung ware demnach als eine Schutzeinrichtung 
gegen die schidliche Wirkung iiberschiissiger Sdurebildung im Muskel 
aufzufassen. 


1 Zoethout, Amer. Journ. of Physiol. 7, 199, 1902; Zondek, Elektrolyte, 
S. 138/39 (zit. nach Landois Rosemann), 18. Auf., 8. 510. 
2 Meltzer und Auer, Amer. Journ. of Physiol. 21, 400, 1908. 
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Gegen diese Auffassung einer gleichsinnigen Wirkung der beiden Ionen 
Mg und Ca spricht die antagonistische Wirkung des Ca zum Mg?. Der 
durch parenterale Magnesiumzufuhr verursachte Schlafzustand laBt sich 
durch Ca-Salze wiederum aufheben. Die ermiidende Wirkung des Mg 
miiBte durch das Ca sofort wieder beseitigt werden. Die Lésung dieses 
Dilemmas diirfte in der viel geringeren Léslichkeit des Calciumphosphats, 
verglichen mit dem Mg-Phosphat, zu suchen sein. Das Calciumphosphat 
geht erst bei starker Milchséureproduktion, wie sie nur bei der sauren 
Totenstarre auftritt, in Lésung, wihrend das Magnesiumphosphat schon 
unter dem EinfluB geringerer Séuremengen ionisiert wird (s. die beigegebene 
Tabelle). Der Antagonist des Magnesiums kommt also wahrscheinlich 
unter physiologischen Verhaltnissen gar nicht zur Geltung, da die Ver- 
mehrung der Mg-Ionen immer iiberwiegt. Anders liegen die Verhiltnisse 
im Blute. Wahrend sich nach meinen Untersuchungen im Kaninchen- 
muskel auf 6 bis 7 mg-% Ca 30 bis 33 mg-°,Mg vorfinden, treffen im Kaninchen- 
blutplasma auf 11,6 mg-°, Ca nur 4,6 mg-% Mg*. Dort wird unter normalen 
Verhaltnissen das Ca die Mg-Wirkung aufheben, und erst durch ein starkes 
Anschwellen des Magnesiumspiegels kénnte das Mg eine Wirkung auf das 
gesamte Nervensystem entfalten. Im Sinne dieser Ausfiihrungen wiirde 
dem Magnesium eine Bedeutung als Ermiidungsstoff fiir den gesamten 
Organismus erst dann zukommen, wenn bei intensiver, anhaltender Be- 
anspruchung des Muskels eine gréBere Menge ionisiertes Magnesium aus 
dem Muskel an das Blut abgegeben worden ist. Wenn sich ein derartiger 
Vorgang in der Folge experimentell bestatigen liBt, wiirde er eine Parallele 
zu dem Befunde Spiro und Hdussers* bilden, die nachweisen konnten, 
daB bei der Chloroform-Athernarkose der Quotient Mg/Ca im Blute eine 
Erhéhung erfahrt. 

Man hat ‘der Entdeckung der eleevietene der Magnesiumsalze 
keine Bedeutung zur Klarung der physiologischen Funktion des Mg im 
Organismus beigemessen, weil angeblich die zur Erreichung des Schlaf- 
zustandes erforderliche groBe Magnesiumdosis im MiSverhaltnis steht zu 
der im Blutserum ermittelten Mg-Menge. Dabei wurden aber einige wichtige 
Faktoren auBer acht gelassen, deren Beriicksichtigung zu anderen Folge- 
rungen fiihrt. Zur Erzielung einer Narkose wurden die Magnesiumsalze 
als Chlorid oder Sulfat in wasseriger Lésung subkutan verabreicht. Diese 
kristallisierten Salze des Handels enthalten eine groBe Menge Kristall- 
wasser, so daB der wahre Gehalt an wirksamem Mg relativ gering ist. Er 
betrigt beispielsweise nur 10°, des Gewichts des Bittersalzes von der 
Zusammensetzung MgSO, + 7 Aqua. Da der Mg-Gehalt des Blutes und 
des Muskels in der Regel auf Mg berechnet ist, kann man diese Werte 
mit den zur Narkose erforderlichen nur vergleichen, wenn man die Menge 
des zur Injektion verwendeten Sulfats durch 10 dividiert. Die curare- 
aéhnliche Wirkung des Magnesiums vollzieht sich im Muskel, man wird 
daher zweckméBiger den héheren Mg-Gehalt des Muskels anstatt den 
niedrigen des Blutes zum Vergleich heranziehen, und schlieBlich darf nicht 
vergessen werden, daB ein Teil des subkutan zugefiihrten Mg sogleich nach 
der Resorption durch die Nieren beseitigt wird und ein anderer Teil durch 


1 Meltzer und Auer, Amer. Journ. of physiol. 14 und 15, 1905/06; 
21, 400, 1908. 

2 Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 65, 1898. 

8 Spiro, Klin. Wochenschr. 1925, 2039. 
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die Bestandteile des Blutserums in eine inaktive Form tibergefiihrt werden 
kann. Es gelangten daher bei subkutaner Verabreichung nur ein geringer 
Teil der Magnesiumionen an die Stellen innerhalb der Muskelzelle, an denen 
sie wirksam sein kénnen. 

Ein Zahlenbeispiel mége die vorstehenden Ausfiihrungen erliutern: 
Um ein Kaninchen im Gewicht von 2 kg in einen 20 Minuten anhaltenden 
Zustand der Narkose zu versetzen, sind etwa 2,5 g Magnesiumsulfat er- 
forderlich. Diese 2,5 g kristallisierten Magnesiumsulfats vom Molekular- 
gewicht 246,6 entsprechen etwa 0,25g¢ Mg vom Atomgewicht 24,32, das 
sich iiber den ganzen Organismus verteilt. Der ruhende Kaninchenmuskel 
enthalt laut meinen Versuchsergebnissen 33 mg-°%,, d. i. 0,033 g-°, Gesamt- 
Mg (s. Tabelle). Nimmt man schaétzungsweise an, daG die Gesamtmuskulatur 
des Kaninchens 40°, des Kérpergewichts betrigt (nach Vierordt, 3. Aufl., 
1906, S. 44, besteht das Gesamtgewicht eines Menschen von 66kg aus 
43°, Muskulatur), so enthalt das 2 kg schwere Tier 800 g Muskeln, in denen 
sich 8 x 0,033 = 0,264 ¢ Gesamt-Magnesium befinden. Um eine Narkose- 
wirkung zu erzielen, ist somit ziemlich genau dieselbe Mg-Menge erforderlich, 
als die Muskulatur physiologischerweise gespeichert hat. Ein Mi®Bverhaltnis 
beziiglich der Mengen ist somit durchaus nicht vorhanden, im Gegenteil, 
man hat sogar den Eindruck, als ob es kein Zufall ist, daB die Werte be- 
ziglich ihrer GréBenordnung gleich sind. 


b) Die therapeutische Bedeutung der Magnesiumionen bei Tetanus und 
Tetanie. 


Ein weiterer Beweis fiir die sedative Wirkung des Magnesiums 
ergibt sich aus dessen Wirkung bei Tetanus urd Tetanie. 


1. Tetanus- Therapie. 


Der laihmende, curareihnliche EinfluB der Mg-lIonen auf die 
Muskulatur hat dazu gefiihrt, den Wundstarrkrampf durch intravendse 
Dauerinfusion von verdiinnter Magnesiumsulfatlisung' mit Erfolg 
zu bekampfen. Es ist anzunehmen, daB infolge der fortgesetzten heftigen 
zentralen Erregung durch das Toxin die mobil gemachten Mg-Ionen 
nicht ausreichen, um eine lahmende Wirkung zu entfalten, weil im Laufe 
der Erkrankung ein Teil der aus den Muskeln in das Blut iibergehenden 
Mg-Ionen durch die Nieren ausgeschieden werden. Andererseits spricht 
aber fiir eine Vermehrung der Mg-lonen im Muskel wahrend der Krampf- 
zustiande eine Beobachtung Markwalders*: ,,Die im Krampf befindliche 
Muskulatur wird beim lokalen Tetanus unter dem EinfluB der Mg-lonen 
vor der normal gebliebenen gelihmt, aber nicht vollstandig, sondern 
nur bis zu ihrer normalen Funktionsfahigkeit.“‘ Wenn man annimmt, 
da8 die Mg-Wirkung an eine gewisse Mg-Konzentration gebunden ist, 








1 Th. Kocher, Deutsch. med. Wochenschr. 47, Nr. 46, 1953, 1981, 1914. 
W. Straub, Miinch. med. Wochenschr. 1915, Nr. 1 u. 10, 8.25 u. 341. 
S.J. Meltzer, Berl. klin. Wochenschr. 1915, Nr. 11, 8. 261. 

2? Morkwalder, Zeitschr. f. d. ges. experim. Med. 5, 150, 1917. (Dort 
weitere Literatur.) 
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so ware es denkbar, daB der im Krampf befindliche Muskel deshall 
friiher beeinfluBt wird, weil er infolge der Siureproduktion schon eine 
gréBere Menge ionisiertes Mg enthalt als der normal gebliebene. 


2. Tetanie. 


GewissermaBen ein Schulbeispiel iiber die Bedeutung des Elektrolyt- 
gleichgewichts fiir eine normale Funktion des Organismus liefert das 
vielseitige Krankheitsbild der Tetanie. Die wesentlichste Erscheinung 
der Tetanie ist eine gesteigerte Reizempfindlichkeit der Skelettmuskeln 
und deren Neigung, in den Krampfzustand tiberzugehen. Dieser patho- 
logische Zustand, soweit er bisher der Erklirung zugiinglich war, ist 
in einer Stérung des Elektrolytgleichgewichts, d. h. dem Mengen- 
verhaltnis der Ionen innerhalb der Muskelzelle zu suchen. 


Die Ursache der Stérung geht vom Blute aus. Durch Austausch der 
Elektrolyte des Blutes mit denen des Muskels kénnen die Mengenverhiltnisse 
unter physiologischen und pathologischen Bedingungen eine Anderung 
erfahren. Wird der Muskel unter dem EinfluB des Blutes mehr alkalisch, 
so sind die Elektrolyte der Alkalien vermehrt und die des Ca und Mg ver- 
mindert, wird er durch Arbeit wieder sauer, so sind die letzteren vermehrt. 
Infolge der verschiedenen Léslichkeit ist anzunehmen, daB bei einem Um- 
schlag ins Saure zuerst Magnesium mobilisiert wird und das Ca erst spater 
folgt. Da Mg und Ca bloB als Ionen wirksam sind, kénnen diese Elemente 
sich als Phosphate in kolloidem Zustande vorfinden, ohne eine Wirkung 
auszuiiben. Erst wenn sie mit zurehmender Saéuerung in Elektrolytform 
iibergehen, werden sie ihre Eigenschaften geltend machen. Hand in Hand 
mit diesen Wandlungen geht in friiher ausgefiihrtem Sinne die Reizempfind- 
lichkeit des Muskels. Alle Ursachen und Veraénderungen im Organismus 
bzw. im Blute, welche das Verhaltnis der Ionen —_ im Muskel zu- 
gunsten des K verschieben kénnen, werden daher eine Reizempfindlichkeit 
schaffen, die sich bis zu Krampfzustanden steigern kann. Dieses Ionen- 
verhaltnis mit iiberwiegendem K im Muskel kann durch eine Alkalose des 
Blutes, durch Guanidin, eine harnstoffihnliche Verbindung basischen 
Charakters und durch Stérungen im vegetativen System verursacht sein'. 

Eine Alkalose des Blutes la8t sich durch CO,-Entzug bei UCberventilation 
der Lungen erzeugen, ferner tritt sie ein, wenn dem Organismus Salzséure 
in Form von saurem Magensaft entzogen wird, wie dies bei haufigem Er- 
brechen bei Pylorusstenose geschehen kann. Durch Austausch der Elektro- 
lyte des Blutes mit denen des Muskels iibertrigt sich diese Alkaleszenz 
auf den Muskel in dem oben ausgefiihrten Sinne. Der dadurch entstandenen 
Reizempfindlichkeit kann man durch kiinstliche Herabsetzung der Alka- 
leszenz des Blutes bzw. durch eine Vermehrung der Magnesiumionen ent- 
gegenwirken. Dies kann auf verschiedenen Wegen erreicht werden: 

1. Durch Zufuhr von azidotisch wirkendem NH,Cl*. Salmiak hat die 
Eigenschaft die Alkaleszenz des Blutes zu verringern und dadurch auch 
dem Muskel alkalische Bestandteile zu entziehen. Das dadurch bedingte 


1 Zondek, Klin. Wochenschr. 7, Nr. 5, 193, 1928. 
2 Freudenberg und Gyérgy, Klin. Wochenschr. 1922, 8. 222 und 410. 
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Uberwiegen der sauren Bestandteile verursacht eine Vermehrung der 
Mg-lonen. 

2. Durch parenterale Zufuhr von CaCl,. Dieses Salz setzt die Alka- 
leszenz des Blutes gleichfalls herab, weil es die alkalischen Alkaliphosphate 
unter Bildung von Calciumphosphat und KCl zerlegt, Alkalialbuminat in 
Calciumalbuminat iiberfiihrt und Alkalicarbonat in Calciumcarbonat ver- 
wandelt. Es wirkt also analog wie der Salmiak, indem es auch die Mg-Ionen 
vermehrt. Doch ist nicht ausgeschlossen, daB auch Calciumionen selbst 
irgendwelche Wirkung ausiiben. 

3. Eine therapeutische Wirkung laé8t sich ferner bei experimentell 
durch Exstirpation der Epithelkérperchen erzeugter Tetanie durch 
Magnesiumsulfat' und Magnesiumlactat? erzielen. 


Experimenteller Teil. 


Die friihere Wahrnehmung?® iiber die Vermehrung des Magnesiums 
im Kochextrakt des sauer gewordenen gegeniiber dem des frischen, 
vorwiegend alkalischen Muskels laBt auf ein Depot von unldslichen 
Magnesiumverbindungen in der Muskulatur schlieben. Sie besitzt 
demnach im Ruhezustand, d. h. im vorwiegend alkalischen Medium, 
die Eigenschaft, Magnesiumverbindungen in unléslicher Form zu 
thesaurieren, um sie im gegebenen Moment bei starker Beanspruchung 
unter dem EinfluB der Milchsaurebildung als Elektrolyt ihrer physio- 
logischen Funktion zuzufiihren und wahrscheinlich an das Blut ab- 
zugeben. Wird viel Milchséure produziert, wie dies bei der sauren 
Totenstarre der Fall ist, so nimmt an diesem Lésungsvorgang auch das 
Calciumphosphat teil. Da bei geringerer Milchsaurebildung das Calcium- 
phosphatdepot des Muskels, gema®B der chemischen Analyse, unberiihrt 
bleibt, ist es fraglich, ob der lonisierung des Calciums eine physiologische 
Bedeutung in diesem Sinne bei der Muskeltatigkeit zukommt. Zur 
Festlegung der oben erwaihnten Befunde wurden die Verhiltnisse 
bei der sauren Totenstarre des normal genahrten Muskels und bei der 
alkalischen oder Erschépfungstotenstarre studiert und dieVeranderungen 
vor und nach dem Eintritt des Rigors miteinander verglichen. Bei 
dieser Versuchsanordnung waren die gréBten Ausschlige zu erwarten, 
weil es sich um die extremsten Verhaltnisse handelt, denn gemab 
friiheren Untersuchungen® bilden sich im normalen weiBen Kaninchen- 
muskel bei der Starre durchschnittlich 0,7052°,, in der alkalischen 
Starre nur 0,0435°,, Milchsaure. 


Eine Bestatigung der Ergebnisse der Untersuchungen der Aschen- 
bestandteile des Muskelextrakts lieferte die Analyse des korrespondieren- 


1 F. T. Jung und Fr. Cook, Chem. Centralbl. 1928, I, 369. 

2 W.F. Werner, ebendaselbst 1927, Il, 2081 und 2207. 

3 L. Wacker, Miinch. med. Wochenschr. 1927, Nr. 29, S. 1222. 
4 Derselbe, diese Zeitschr. 184, 197 und 201, 1927. 
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den ausgekochten Muskelriickstandes auf seine Mineralsubstanzen. 
Einer groBen Milchsiureproduktion entsprach immer eine groBe Ab- 
nahme der Asche des Riickstandes. 


I. Untersuchung des Muskelextrakts. 


Zur vergleichenden Untersuchung dienten wiederum die Muskeln der 
Beugergruppe der Hinterlaufe der Kaninchen. Sofort nach dem Tode 
wurden die Muskeln des ersten Laufes ausgekocht, die des anderen Hinter- 
laufes blieben noch 24 bis 72 Stunden in situ und werden erst dann in 
gleicher Weise behandelt. Behufs Extraktion werden je 30g des auf einer 
gut ziehenden Handwage genau abgewogenen Muskels in haselnuBgroBen 
Stiickchen in kochendes Wasser gegeben und insgesamt fiinfmal mit je 
70 ccm Wasser '/, Stunde gekocht und kochend durch ein aschefreies 
Faltenfilter filtriert. Die vereinigten Filtrate und Waschwasser wurden 
zunachst in einer Porzellanschale konzentriert und spater in einer Platin- 
schale zur Trockne verdampft. Um die Extraktion méglichst wirkungs- 
voll zu gestalten, wurde nach dem erstmaligen Auskochen der nach dem 
AbgieBen des Extrakts im Becherglas zuriickbleibende Muskelriickstand 
mit der Schere zerkleinert. Zur Filtration der Extraktfraktionen wurde 
immer nur dasselbe Filter verwendet und zum Schlu8 mit heiBem Wasser 
nachgewaschen, die Filterrinder mit der Schere abgeschnitten, auf das 
Filter gegeben und nochmals mit heiBem Wasser nachgewaschen. Beim 
Auskochen muB8 sténdig geriihrt werden, um Verluste durch heftiges StoBen 
zu vermeiden. 


Der Trockenriickstand des Extrakts vom frischen Muskel ist immer 
erheblich gréBer als jener des totenstarren. Die Ursache ist in dem ge- 
ringeren Gehalt des Extrakts vom starren Muskel an Alkalialbuminaten 
zu suchen (vgl. diese Zeitschr. a. a. O.), weil letztere beim Starreeintritt 
durch die Milchsféure zerlegt werden. 

Die Eintrocknung des wisserigen Extrakts kann mit oder ohne 
Schwefelséurezusatz geschehen. Die Sulfataschenmethode (mit Zusatz 
von SO,H,) ist dann zweckmaBig, wenn es sich um die Bestimmung der 
Alkalimetalle des Muskels handelt, weil die Sulfate im Gegensatz zu den 
Chloriden in der Hitze nicht fliichtig sind. Da im vorliegenden Falle die 
quantitative Chloridbestimmung belanglos war, wurden die Extrakte ohne 
Schwefelséurezusatz eingetrocknet, verascht und am Geblise bis zur 
Gewichtskonstanz gegliiht. Die auf diese Weise gewonnene Asche erwies 
sich als chlorfrei und die vorhandenen Phosphate wurden als Pyrophosphate 
gewogen. 

Zur Ermittlung der einzelnen Aschenbestandteile wurde die gewogene 
Extraktasche in heiBem Wasser gelést, dem 5 ccm konzentrierter Salpeter- 
séiure zugefiigt wurden. Um die Pyrophosphate in Orthophosphate um- 
zuwandeln, wurde '/, Stunde lang gekocht. Es befanden sich dann in 
Lésung Calcium, Magnesium und Kaliumphosphat. Die Erdphosphate 
wurden zusammen mit Ammoniak gefallt und nach 24stiindigem Stehen 
quantitativ ermittelt. Im Filtrat wurde durch Zusatz von Magnesium- 
mischung die an Kalium gebundene Phosphorsaure gefallt und das gewogene 
Magnesiumpyrophosphat auf K,HPO, umgerechnet. Dabei ergab sich, 
daB der gréBte Teil der Extraktasche aus Kaliumphosphat besteht. Da 
zuziiglich der Erdphosphate das Gewicht des Kaliumphosphats demjenigen 
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der Extraktasche gleichkommt, ist anzunehmen, da8 die mit Magnesia- 
mischung ermittelte Phosphorséure nur an Kalium und nicht etwa auch an 
Natrium gebunden ist, also nicht etwa als K NaH PO, vorhanden sein kann. 

Die Erdphosphatfraktion wurde wiederum in Salpeterséure geldst, 
'', Stunde gekocht und dann in iiblicher Weise, nach der Abscheidung 
der Phosphorséure durch Eisen in essigsaurer Lésung, im Filtrat das Calcium- 
oxalat titrimetrisch und das Magnesium gravimetrisch bestimmt !. 


II. Untersuchung des ausgekochten Muskelriickstandes. 


Die Veraschung des ausgekochten und getrockneten Muskelriickstandes 
samt dem aschefreien Faltenfilter geschah portionsweise in einer Platin- 
schale. Man verascht méglichst vollstaéndig tiber dem Bunsenbrenner, 
nimmt zum SchluB das Gebléise zu Hilfe, um die letzten Spuren von 
Kohle zu verbrennen. 

Die so erhaltene Asche enthilt keine wasserléslichen Bestandteile 
und besitzt daher eine neutrale Reaktion. Sie setzt sich qualitativ aus 
den Pyrophosphaten des Calciums, Magnesiums, Eisens* zusammen und 
enthalt noch einen Bestandteil von den Eigenschaften der Kieselsdéure. 

Die Asche lést sich — wahrscheinlich infolge ihres Gehalts an Eisen- 
pyrophosphat und Kieselséure — nur schwer und unvollkommen in heiSer 
Salpeterséure. Um sie vollkommen in Lésung zu bringen, bestreut man 
den Inhalt der zuvor gewogenen Platinschale mit etwas Soda und Salpeter- 
gemisch und gliiht wiederum, wodurch eine vollkommene Saureldéslichkeit 
erzielt wird. 

Die Kieselsiure wird durch Eindampfen und Trocknen der salzsauren 
Lésung wieder unléslich. Auch von anderer Seite * wurde die Anwesenheit 
von Kieselsiure im Muskel nachgewiesen. 

Die quantitative Bestimmung des Mg und Ca geschah wiederum in 
der friiher angegebenen Weise (Lockemann, a. a. O.). 


Il. Ergebnisse. 


a) Verhalten der Asche im allgemeinen. 


Der Aschengehalt des erschépften Muskels ist immer niedriger 
als der des normal genihrten*, auBerdem ist regelmaiBig und aus- 
nahmlos bei den Aschebestimmungen eine Abnahme der mineralischen 
Bestandteile des 24 bis 72 Stunden in situ belassenen Muskels gegeniiber 
dem sofort entnommenen gleichnamigen des anderen Hinterlaufs des 
Kaninchens festzustellen. Die Abnahme ist wiederum weniger grol 
beim erschépften als beim normal genahrten Muskel (s. Tabelle). Sie 
betrug im Mittel: 


1 Vgl. G. Lockemann in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeits- 
method., Lief. 31, S. 783/89. 

2 Das Eisen ist primar im Muskel wahrscheinlich als Oxyd vorhanden. 

8’ H. Schulz, Pfliigers Arch. 84, 67, 1901; 89, 112, 1902.; dort weitere 
Literatur. 

* L. Wacker, Miinch. med. Wochenschr. 1927, Nr. 25, 8S. 1041. 
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In der Im ausgekochten In der 
Extraktasche Ruckstand Gesamtasche 
Ol5 0 @ OF 
Beim normal genahrten Muskel 8,5 514 12.6 
Beim erschépften Muskel . . . . . 5.5 17,8 7,4 


Diese regelmaBige Abnahme der Asche des Muskels mit dem 
Eintritt der Totenstarre ist schwer zu erklaren, da man durch Wasser 
verdunstung aus dem Muskel innerhalb 24 bis 72 Stunden eher eine 
Zunahme der Aschenbestandteile als eine Abnahme erwarten sollte 
Ich habe diese Erscheinung zum Gegenstand einer eingehenden Unter- 
suchung gemacht, tiber deren Ergebnis ich an anderer Stelle berichten 
werde. Die Asche des ausgekochten Muskelriickstandes nimmt nach 
dem Eintritt der Totenstarre, absolut und prozentisch gerechnet, viel 
stirker ab als die Extraktasche. Die Abnahme betrigt im Mittel 
24 bis 72 Stunden nach dem Eintritt der sauren Starre des normal 
genahrten Muskels — bis zu 51,4°,, waihrend der Riickstand des er- 
schépften Muskels nur 17,8°, Verlust aufweist. Verglichen mit der 
Asche des Extrakts des normalen frischen Muskels enthalt der aus- 
gekochte Riickstand nur ein Neuntel der Aschenmenge des Extrakts. 
diese Menge geht 48 bis 72 Stunden nach dem Tode sogar bis auf '/,- 
der léslichen Extraktasche zuriick. Dagegen sind die Unterschiede beim 
erschépften Muskel unter den gleichen Verhaltnissen viel geringer 
Beim frischea erschépften Muskel ist die Asche des ausgekochten 
Riickstandes knapp ein Neuntel und nach 48 bis 72 Stunden nach 
dem Tode etwa ein Zehntel der Asche des zugehérigen Extrakts. 


b) Verhalten der Erdphosphate der Muskelasche vor und nach 
dem Eintritt der Starre. 


Der Abnahme der Aschenbestandteile des Extrakts sowohl wie 
des zugehérigen ausgekochten Muskelriickstandes steht beim normal 
genihrten Muskel mit saurer Starre eine Zunahme der Erdphosphate 
in der Extraktasche gegeniiber. Bei der alkalischen Starre des er- 
schépften Muskels jedoch bleibt je nach dem Grade der Erschépfung 
die Zunahme der Erdphosphate entweder ganz aus (s. die Tabelle) 
oder sie ist gegeniiber den Verhaltnissen bei der sauren Starre geringer'. 
Die Vermehrung der Erdphosphate im Extrakt erfolgt auf Kosten der 
Asche des Muskelriickstandes (s. Tabelle). Das Ausbleiben der Zunahme 
der Erdphosphate beim Eintritt der alkalischen Starre laBt sich vielleicht 
durch einen Ubertritt der Erdphosphate in die Blut- oder Lymphbahn 
erkliren, denn es ist nicht ausgeschlossen, da mit dem Eintritt der 


1 Siehe die Tabelle in Miinch. med. Wochenschr. 1927, Nr. 29, S. 1222. 
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Starre das in den Kapillaren befindliche Blut oder die Lymphe aus dem 
Muskel ausgepreBt wird. 

Die Hauptmenge der Erdphosphate des Muskels besteht aus 
Magnesiumphosphat. Letzteres geht beim Sauerwerden des Muskels 
auch leichter in Lisung als das Caleiumphosphat. Da der ruhende 
Muskel Magnesiumphosphat speichert und bei angestrengter Arbeit 
an das Blut abgibt, besteht die Méglichkeit einer inneren Zirkulation 
des Magnesiums vom Muskel zum Blute und umgekebhrt, soweit es 
nicht teilweise bei starker Muskelbeanspruchung an den Harn ab- 
gegeben wurde. 

GemaB dem Vorgesagten geht aus der Tabelle hervor, dab bei 
der sauren Totenstarre der Gehalt an Magnesiumionen von 18.8 auf 
23,3 mg-°,, und derjenige des Calciums von 2,4 auf 3,8 mg-°,, zunimmt, 
wihrend im Muskelriickstand der Gehalt an Magnesium und Calcium. 
phosphat, als lonen berechnet, entsprechend abnimmt. (Angesichts des 
sehr geringen Calciumgehalts des Muskels sind die Ca-Bestimmungen 
mit unvermeidlichen Versuchsfehlern behaftet.) 

Bei der alkalischen Starre ist in der Extraktasche eine Zunahme 
der Magnesiumionen nicht nachgewiesen, auch das Calcium ist (inner- 
halb der Fehlergrenze) gleich geblieben, dementsprechend ist das 
Calcium in der Asche des Muskelriickstandes auch unverandert geblieben, 
wahrend der Mg-Gehalt zuriickgegangen ist. Wie schon oben ausgefiihrt. 
wird diese Abnahme.des Magnesiums, da im Extrakt eine entsprechende 
Zunahme fehlt, auf den Austritt von Magnesiumiphosphat aus dem 
Muskel zuriickgefiihrt. Diese Annahme scheint mir deshalb berechtigt. 
weil noch andere Anhaltspunkte fiir eine Verschiebung von Mineral- 
bestandteilen beim Starreeintritt existieren. 


c) Gesamtasche des Muskels. 


Die Gesamtasche wurde durch Addition der Aschen des Extrakts 
und des zugehérigen Muskelriickstandes ermittelt. Sie stellt den Aschen- 
gehalt dar abziiglich der in der Hitze fliichtigen Alkalichloride 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB der Aschengehalt des normal 
ernahrten Muskels gréBer ist als der des erschépften Muskels, und ferner. 
daB die Abnahme des Gehalts an Mineralstoffen bei der sauren Starre 
gréBer ist als bei der alkalischen. Der Kalkgehalt! zeigt bei der sauren 
wie bei der alkalischen Starre wenig Veriinderung, wahrend der 
Magnesiumgehalt in beiden Fallen abnimmt. 


! Nach den eingehenden Untersuchungen von Katz (Pfliigers Arch. 
63, 1, 1896) ist der Ca-Gehalt des Kaninchenmuskels gegeniiber den Muskeln 
anderer Tierarten auBergewohnlich hoch (18 mg-°,,). Nach meinen Unter- 
suchungen betragt er nur 6 bis 7 mg-°, und unterscheidet sich dadurch 
nicht von dem anderer Tierarten. 
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Muskelextrakt i Ausgekochter Muskelrickstand Gesamtmuskel 
Ait NH [Zunehme|| Asche | Abnah See ee 
getillte ° | Ca Mg der Erd- | des Ruck> Ca Mg , a Ca Mg 
cdphosph. | phosph standes | Asche 
Bo =| mao | mee%/o go || ge%o | mge/o | mg+/o g°%lo mge®/o | mge%o mg” /o 
0,0856 one 01813 1202.6 | 
0.1233 | 9.0877 | 9 0760 0,0553 1093.0 | 
0,0980 ag 051007 ao, || 1187,7 | 
0,1516 0.0536 0.0433 0,0574 | 1023.8 | 
0,0919 0,1020 1195,3 | 
0.1365 0,0446 | 4 o433 0,0587 | 1030,0 
| 
i| | 
0,0918 240 | 18,95 0.1140 | 2,04 15,97 | 1228.3 4,44 | 84,92 
0.1396 | 576 | 2640 | #8 ooses | 1,02 5,34 | 7" | 1085.0 | 6,78 31,74 
0.0844 — | 18,68 0.1246 2,59 13,86 | 1193.3 | 32,49 
0,0434 ; 
0.1278 | 215 | 25,22 0.0418 2,02 | 5,01 1034,0 | 4,17 | 30,23 
00781 2,76 | 17,35 0.1230 448 13,30 1210,3 | 7,24 30,65 
0,0145 | | 0,0430 | 
0,0926 3,84 | 18,77 0,0800 3,30 9,60 | 10487 7,14 28,37 
0,0948 2,14 | 20,32 0.1247 | 3,56 14,17 | 1252,0 5,70 | 34,49 
01181 | 358 | 2287 | %83) gosg7 | o55 | 7,15 | | ogi7 613 30,02 
epee . “7 - | 
0,0893 | 2,43 | 18,81 | 91172 3,17 | 14,32 _.. || 1209,2 | 5,79 | 38,14 
' fi i] 
0.1261 | 383 | 23,82 0,0368 | 9.0571 | 222 | 6,77 |'°06 1056,5 6,05 | 30,09 
erschépften Muskels. 
iat Muskelextrakt nares Ausgekochter Muskelriickstand Gesamtmuskel 
Mit NH Zunah Asch | Abnahme| +: om 
gefiillte’ Ca Mg der Erde des Riick- Ca | Mg | der | Gesamte Ca Mg 
Erdphosph. phosph. | stan Asche | 
glo mg/g | mg-/o g*°/o B%o = mge%o | mge%Jo —  ge%o || mge%o | mge%o mge/o 
0,0670 0,14038 1184.3 
+) | , 7 
0,0670 | 09,0000 | 0.1143 0,0260 | 1098.3 
| 0,0687 | 1,83 | 18,28 | 9 oo9g | 9.1247 | 4,02 | 15,69 | 9 o9g7 | 1126.7 5,85 | 28,90 
 0,0693 | — | 13,80 0,0980 4,14 | 12,77 1036,7 — | 26,57 
0,0985 | 3,14 | 19,16 0,0916 4,07 | 14,66 _ | 1068.9 7,21 33,82 
| 0,0009  4\n- | eae | 0,0197 7 rs 
| 0,0898 | 211 | 19,04 0.0719 4,08 | 9,28 | 9746 6,19 28,32 
| HH 
} | | 
0,0812 | 3,12 | 16,89 0,1110 | 4,72 | 15,69 | 1119,7 7,84 | 82,58 
0 
00753 | 241 | 1639 | o.1003 | 5,82 | 14,30 °°" | 10556 7,73 30.69 
| | | 
0,0776 | 2,69 | 16,48 | 9 ao, 0,169 | 4,27 | 15,84 | 4 yong | 11249 6,97 | 81,77 
0,0753 | 2,26 | 16,41 0.0961 4,51 12,12 1041.3 6,96 28,53 
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Zusammenfassung. 


1. Der Aschengehalt des in situ belassenen Muskels geht nach dem 
‘intritt der Totenstarre zuriick. Die Ursache ist noch nicht vollkkommen 
geklirt. Dieser Verlust an Mineralbestandteilen ist bei der sauren 
Starre des normal genihrten Muskels griBer als bei der alkalischen 
Starre des erschépften. 

2. Trotz der Abnahme der Gesamtasche nehmen unter dem EinfluB 
der postmortalen Saurebildung die léslichen Mineralstoffe des Muskels 
auf Kosten der unlislichen zu. An diesem Ubergang in den Elektrolyt- 
zustand ist vorzugsweise das Magnesiumphosphat, in geringerer Menge 
auch Calciumphosphat beteiligt. Da die Saurebildung die Ursache 
des Lésungsvorganges ist, tritt die Erscheinung besonders stark bei 
der sauren, weniger deutlich bei der alkalischen Starre hervor. 

3. Es ist anzunehmen, daB der Umwandlung des unléslichen 
Magnesiums in den léslichen Elektrolytzustand beim Sauerwerden des 
arbeitenden Muskels eine physiologische Bedeutung zukommt. Hierfiir 
sprechen verschiedene Umstinde. 

a) parenteral einverleibtes Mg hat in lonenform eine laihmende, 
curareartige Wirkung auf die Muskulatur. Die zur Narkose erforderliche 
Menge kommt etwa der in der gesamten Muskulatur in ionisierter und 
nicht ionisierter Form gespeicherten Magnesia gleich; 

b) pathologische Reizzustinde und Krampfe des Muskels, wie 
sie bei Tetanus und Tetanie auftreten, lassen sich durch Magnesium. 
ionen beheben; 

c) auch experimentelle Tetanie, eingeleitet durch Exstirpation 
der Epithelkérperchen, laBt sich ebenfalls durch Mg beseitigen. In 
solchen Fillen wirkt Mg sogar lebensrettend; 

d) die Bekampfung der Tetanie gelingt auch schon durch kiinstliche 
Erzeugung einer Azidose, wie dies durch Salmiak- oder Chlorcalcium 
geschehen kann. Durch die Azidose werden im Organismus die Lonen 
des Magnesiums und Calciums vermehrt. 

4. Die curarethnliche Wirkung des Mg bei parenteraler Zufuhr, der 
sedative EinfluB bei Muskelkrampfen, die Vermehrung der Mg-lonen 
beim Sauerwerden des Muskels im Zusammenhalt mit der Sauerung 
des Muskels bei starker Beanspruchung lassen die Annahme gerecht- 
fertigt erscheinen, daB der als Ermiidung bekannte Zustand nach 
gréBerer Arbeitsleistung auf einen Einfluf vermehrter Mg-lonen im 
sauren Muskel zuriickzufiihren sein kénnte. 

Danach wiirde die Ermiidung als eine Schutzeinrichtung gegen die 
das Gewebe schiidigende tibermabige Saurebildung zu gelten haben. 
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Zur Permeabilitit tiberlebender tierischer Membranen. 
Von 
R. Ammon. 
(Aus dem Laboratorium der staédtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 24, Mdrz 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der X11. Mitteilung ihrer Studien tiber die Physiologie der Leber 
berichten Bollmann, Mann und Magath', da& nach Leberexstirpation 
gleichzeitig mit dem Sinken des Blutzuckers auch das Muskelglykogen 
abnimmt (in 4 bis 6 Stunden um 100 bis 300 mg pro 100g Muskel). 
Wird dann durch entsprechend hohe Zufuhr von Traubenzucker die 
Hypoglykamie fiir mehrere Stunden in eine Hyperglykamie umgewandelt 
(von 0,03°, Blutzucker zu 0.3 bis 0,7°,), so findet Glykogensynthese 
in den Muskeln statt (70 bis 200 mg Glykogen pro 100g Muskel in 
5 bis 7 Stunden). Da nun das Muskelglykogen im Innern der Muskel- 
faser gelegen ist (nach Ehrlich®) durchsetzt es die intrafibrillire Kitt- 
substanz, nach Barfurth® ist es reichlich auch im Innern der Muskel- 
fibrille enthalten), so ist es wohl sicher, daB in diesen Versuchen von 
Bollmann, Mann und Magath der Traubenzucker die Membran der 
Muskelzelle passiert hat und in ihr Inneres eingedrungen ist. Dies 
gelingt aber, wie die amerikanischen Autoren berichten, interessanter- 
weise nur bei Erzeugung einer mehrere Stunden dauernden Hyper- 
glykamie. Diese Tatsache, daf8 die Erzeugung einer Hyperglykamie 
notig ist, wird man wohl dahin deuten diirfen, daB beim Eindringen 
von Traubenzucker in Muskelzellen das Diffusionsgefalle eine wichtige 
Rolle spielt. Welch groBen EinfluB das Konzentrationsgefille auf die 
Geschwindigkeit hat, mit der der Traubenzucker aus dem Blute in die 
Gewebe iibergeht, sieht man weiter auch aus den Versuchen der ameri- 
kanischen Autoren, in denen pankreasdiabetischen Hunden nachtraglich 
auch die Leber exstirpiert wurde. Hier ist die pro Stunde aus dem 
Blute nach Leberexstirpation verschwindende, also in die Gewebe ein- 


1 Amer. Journ. of physiol. 74, 238, 1925. 
2 Piliiger, Das Glykogen, 2. Aufl., 5. 159. Bonn 1905. 








442 R. Ammon: 


dringende Zuckermenge etwa drei- bis fiinfmal so groB wie beim nor- 
malen Tier, wahrend die Hyperglykimie doppelt bis viermal so hoch 
ist!. Dagegen kann es sich aber nach den Ansichten Overtons® bei diesen 
Vorgingen nicht um einfache Diffusionsvorgiinge handeln, es soll 
vielmehr das Protoplasma irgendwie bei der Zuckeraufnahme aktiv 
beteiligt sein. Diese Ansichten Orertons griinden sich vor allem auf 
das osmotische Verhalten von Muskeln in Lésungen, welche durch 
Traubenzuckerzusatz zu hypotonischer NaCl-Lésung isotonisch ge- 
macht waren. Demgegeniiber fehlen aber Versuche, bei denen dic 
Durchlassigkeit einer aus quergestreiftem Muskel gebildeten Membran 
fiir Traubenzucker direkt gepriift wurde. Nachdem A. Krogh® gezeigt 
hat, wie sich die Diffusionskonstante des O, im Muskel experimentell 
bestimmen laBt, schien es erlaubt, mit einer diesen Versuchen Kroghs 
nachgebildeten Methodik den Versuch zu wagen, die Diffusionskonstante 
des Traubenzuckers im Muskel und einigen anderen tierischen Geweben 
zu bestimmen. Uber derartige Versuche soll im folgenden berichtet 
werden. 


Methode. 
Apparatur. 


Der Diffusionsapparat* besteht aus drei einzelnen, zusammensetzbaren 
Teilen, némlich: zwei galvanisch vergoldeten Metallhohizylindern @ und 6 
(s. Abb. 1), die an den Seiten je zwei Ansatz- 

S, rohre tragen, und einem Glasrohr von etwa 
10cm Lange und 0,985 qem lichtem Quer- 
schnitt (Wandstirke 1 mm). Das_ Glas- 

°® rohr, das an den Enden planparallel ge- 
schliffen ist, paBt genau in die Metall- 
zylinder. Durch Auflagerung der drei Teile 
auf die Metallschiene H, welche die beiden 
Schrauben §S,, S, und die Fiihrungen F 
trigt, wird die horizontale Lagerung der 
drei Stiicke garantiert. Die MetallgefaBe sind 
verschieden groB, a hat ungefaéhr 2 ccm, 
6 ungefahr 1 cem Inhalt (s. 8. 448). Ihre 
Ansatzrohre sind mit Hilfe von Gummi- 
schlauchen mit je einem Kapillarhahn ver- 
Abb. 1. bunden, so daB Glas auf Metall stéBt. Die 

















1 DaB mit diesen Versuchen der amerikanischen Autoren, in denen 
die Abwanderung des Zuckers aus dem Blute in die Gewebe beim pankreas- 
diabetischen Hunde direkt zahlenmaBig bewiesen worden ist, Ansichten 
unvereinbar sind, nach denen im Pankreasdiabetes die Gewebe fiir Trauben- 
zucker impermeabel werden sollen, scheint man in Deutschland nicht 
geniigend zu beriicksichtigen (Z. J. Lesser). 

2 Pfliigers Arch. 92, 224ff., 1902. 

% Journ. of physiol. 52, 391, 1919. 

* Angefertigt von Fr. Runne, Heidelberg-Rohrbach. 
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Sechrauben S; und S, dienen zum Aufsetzen des zusammengesetzten 
Apparats auf eine sich in einem groBen Wasserthermostaten um horizontale 
Achse drehende Scheibe. 


Fiir die Versuche mit Warmbliitermembranen hatte dieser eine Tem- 
peratur von 37,5°, bei den Froschmuskelversuchen eine solche von etwa 18°. 


Die Membran, deren Gewinnung spiter beschrieben wird, wird auf 
die eine Seite des Rohres gebunden, dann wird der Apparat zusammen- 
gesetzt und die Metallstiicke und das Glasrohr schnell durch Anziehen der 
Schrauben S,, S, fest aufeinandergepreBt. 


Dann wird jeder Raum mit der betreffenden Lésung durch die Kapillar- 
hahne und Schlauchansétze unter leichtem Saugen mit dem Munde gefiillt. 
Endlich wird etwa 1 ecm der Zucker-Ringerlésung durch Sauerstoff verdrangt. 
Nach SchlieBen der Haihne kommt der ganze Apparat in das auf konstante 
Temperatur gebrachte Wasserbad und wird darin 1 (Warmbliiter) bzw. 
2 Stunden (Frosch) gelassen. 


Es wurde anfangs das Metallgefa8 b und das Glasrohr mit der Ringer- 
Zuckerlésung gefiillt und a mit reiner Ringerlésung, wahrend die Membran 
sich an dem a zugewandten Ende des Rohres befand. Spater diente b 
fiir die ,,diffundierte Lésung“*, wurde also mit reiner Ringerlésung gefiillt, 
wahrend a und Glasrohr die ,,diffundierende Lésung“ enthielten, d.h. die 
zuckerhaltige Ringerlésung. 

Die Ringerlésung fiir die Versuche mit Warmbliitermembranen wurde 
nach den Angaben von O. Warburg! hergestellt. Sie wurde durch langeres 
Durchleiten mit Bombensauerstoff bei Zimmertemperatur geséttigt. In 
einigen Versuchen wurde auch die Warburgsche Anordnung mit Sattigung 
mit einem Gasgemisch von 5% CO, und 95% O, benutzt, ohne daB eine 
Anderung in den Resaltaten erhalten wurde. Der pq dieser Lésung wurde 
kolorimetrisch gemessen und betrug 7,3. Fiir die Versuche mit Frosch- 
muskeln wurde die von Barkan, Broémser und Hahn* angegebene Lésung 
benutzt. Nach Sattigung mit 3°, CO, und 97%, O, hatte sie einen py 
von 7,5 (ebenfalls kolorimetrisch gemessen). 


Ein Teil Ringer- bzw. Barkanlésung diente zum Auflésen des zur 
Diffusion bestimmten Stoffes in einem MeBSzylinder mit eingeschliffenem 
Stopfen. 

Die wahrend des Versuches infolge der Drehung des Apparats um 
horizontale Achse in dem Rohre auf- und absteigende O,-Blase bewirkte 
nicht nur eine dauernde Saéttigung der Ringerlésung mit O,, sondern sorgte 
auch fiir eine kontinuierliche Durchmischung der Diffusionsfliissigkeit. 
In der diffundierten Lésung iibernahm eine Glaskugel von bekanntem 
Volumen (etwa 0,05cem) diese Aufgabe. Anfangs wurde statt ihrer 
auch hier ein O,-Bléschen zur Riihrung benutzt. Um Zeit zu sparen, 
wurde dies Verfahren spiter aufgegeben. In der ersten Zeit wurden 
auch die eingefiillten O,-Volumina durch vorgesetzte wagerecht liegende 
Pipetten, in welche die verdriingte Ringerlésung einfloB, genau gemessen. 


Um die Membran méglichst gut iiberlebend zu erhalten, mubte so 
schnell wie méglich gearbeitet werden. Folgende Zahlen geben tiber die 


1 Diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 
2 Zeitschr. f. Biol. 74, 1, 1921. 
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Zeiten Auskunft, die vom Tode des Tieres bis zum Versuchsbeginn und -ende 
verstrichen (gemessen mit der Stoppuhr). 


eee eae ll 
Einfiillung der Ringerlésung. . . ..... . 5,6 
Einfiillung der Ringer-Zuckerlésung. . . . . 6,2 ™ 
Beginn des Drehens im Thermostaten (Versuchs- 

EE oe ee ere ae = 
Herausnahme des Apparats aus dem Wasserbad 

(Versuchsdauer 60 Minuten). . . . . . . . 68,3 és 
Ausfiillen der Lésungen ......... . 72,0 a 


Diese Zahlen sind die Mittelwerte aus 120 Versuchen mit Mause- 
muskeln. Bei den Untersuchungen mit anderen Membranen sind die Ver- 
haltnisse ganz éhnlich. Es wurde anfanglich auch noch die Zeit protokolliert, 
die vom Einsetzen ins Wasserbad bis zum eigentlichen Versuchsbeginn, 
d.h. bis zum Drehen der Scheibe verging. Aber durch ein geschickteres 
Einsetzen der Diffusionsapparate auf die vertikal sich drehende Scheibe 
fiel das Einsetzen ins Wasserbad praktisch mit dem Versuchsbeginn zu- 
sammen. Die Zahlen sind oft noch unterboten worden, manchmal gelang 
es, schon nach 4,7 Minuten den Versuch anzufangen, nur fiir die allerersten 
Versuche wurden 16 bis 17 Minuten gebraucht. 


Die Membranen. 


Als Membranen wurden benutzt: die Seitenrumpfmuskulatur 
von der mannlichen weiBen Maus und die von Fréschen (mannlich und 
weiblich), das Mesenterium des Dickdarms und das Centrum tendineum 
vom Meerschweinchen, sowie gelegentlich auch die Seitenrumpf- 
muskulatur von 1! Tage alten Meerschweinchen. Die Seitenrumpf- 
muskulatur wurde in ahnlicher Weise herauspripariert, wie es Cuenca! 
beschreibt. Es wurde immer darauf geachtet, daB nicht der wesentlich 
dickere Rectus mit hereingenommen wurde, was sich aber nur mitunter 
wegen der Kleinheit der Tiere nicht véllig vermeiden lieB. Die peri- 
toneale Seite war immer der Ringerzuckerlésung zugewandt, mit 
Ausnahme der Versuche (s. 8.457), wo die Verhaltnisse umgekelhrt 
wurden. Hier enthielt das Gefib b mit etwa 1 ccm Inhalt die diffun- 
dierende Lésung, und es wurde die Abnahme der diffundierenden und 
die Zunahme der diffundierten Lésung in bezug auf Traubenzucker 
verglichen. Es scheint gleich zu sein, auf welcher Seite der Membran 
die Ringerzuckerlésung sich befindet. Die zu den Versuchen dienenden 
Mause waren stets Hungertiere (Ausnahme s. 8. 449). 

Zu den Versuchen mit Insulin wurde fast ausschlieBlich Insulin 
,,Leo*? in Substanz benutzt, das abgewogen und in ganz schwach 


1 Diese Zeitschr. 190, 1, 1927. 

2 Wir verdanken dies der Freundlichkeit des Herrn Professors A. Krogh 
in Kopenhagen, dem auch an dieser Stelle unser herzlichster Dank aus- 
gesprochen sei. 
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H Cl-haltigem (etwa '/,999 n) Wasser in Lésung gebracht und mit so viel 
festem NaCl versetzt wurde, wie einer 0,9 °,,igen Na Cl-Lésung entsprach. 
Anfangs wurde Insulin Brand angewandt (s. dort 8.454). Dem Tier wurden 
0.3 Einheiten subkutan injiziert. Nach einer halben Stunde wurden die 
Tiere getétet; dann waren deutliche Zeichen der Hypoglykiamie vor- 
handen: niedrige Temperatur, Krampfe, das Unvermégen, sich auf den 
Beinen zu halten, und, was stets kontrolliert wurde, der herabgesetzte 
Blutzucker. Der Mittelwert des Blutzuckers aus 45 Versuchen betrigt 
0,035°,. AuBerdem wurden auch die Lésungen mit Insulin versetzt, 
und zwar 0,5 Einheiten pro 100 cem Ringer- und Ringer-Zuckerliésung. 


Fiir die Versuche mit pankreasexstirpierten Fréschen dienten 
Tiere, denen das Pankreas 3 Tage vorher entfernt worden war. Zur 
Kontrolle der gelungenen Operation wurde dann am Versuchstage der 
Urin auf Zucker qualitativ untersucht oder nach dem Versuch noch 
einmal nachgesehen, ob die Bauchspeicheldriise total exstirpiert war. 
Bei einigen Tieren wurde der Blutzuckergehalt zu 0,086 °, bestimmt. 
Bei den Meerschweinchen wurde nach der Tétung sofort mit einem 
Schnitt die Bauchhéhle geéffnet und das Mesenterium des Dickdarms 
auf das Glasrohr gebunden. Ebenso wurde in anderen Versuchen 
schnell das Zwerchfell freigelegt und so aufgebunden, daB als Diffusions- 
fliche nur das Centrum tendineum diente. Bei den Versuchen mit 
getrockneten Membranen wurden diese wie gewéhnlich aufgebunden 
und bis zum nichsten Tage an der Luft belassen. Vor Beginn des 
Versuchs kamen die Réhren mit der Membran dann fiir eine Stunde 
in reine Ringer- bzw. Barkanlésung. 


Sowohl bei den Mause- als auch bei den Froschversuchen wurde 
immer nur ein Tier fiir einen Versuch benutzt. Die Versuchszeiten sind 
nicht absolut genau bestimmbar, weil schwer zu entscheiden ist, wann 
die Diffusion beginnt und aufhért. Der hierbei begangene Fehler kann 
maximal 10°, betragen. 


Nach Versuchsende wurde der Apparat aus dem Wasserbad ge- 
nommen, in kaltes Wasser gelegt und nach kurzem Verweilen darin 
abgetrocknet. Durch die Kapillarhihne wurden die beiden durch die 
Membran getrennten Liésungen gesondert quantitativ unter Ausspiilung 
des Apparats bei aufgebundener Membran mit Ringerlisung in Meb- 
kélbchen tibergefiihrt. Der Apparat wurde dann auseinandergenommen 
und das Muskelstiick abgebunden. 


Da sich durch das Aufpressen ein scharfer Rand auf der Membran 
markiert hatte, so konnte man die Flache, die in dem Versuch der 
Diffusion ausgesetzt war, mit der Schere leicht ausschneiden und nach 
vorsichtigem ‘Trocknen auf Filtrierpapier zur Dickenbestimmung 
wagen. 
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Dickenmessungen. 


Als das einzige zuverlassige Verfahren zur Dickenmessung erwies sich 
die indirekte Messung, d. h. die Bestimmung des Gewichts einer bekannten 
Flache bei Annahme des spezifischen Gewichts zu 1,04. 


Gewicht der Membran (mg) 


Dicke (mm) = Querschnitt (qem) x spez. Gewicht 


Gewicht mg 
~ 0,9852.1,04.100 102.5 


Direkte Messungen unter dem Mikroskop oder an dem Deckglastaster, die 
verschiedentlich versucht wurden, hatten kein Ergebnis, man mit dabei 
sicher immer die gréBte Dicke, ferner ist es sehr schwer, die Membran nach 
dem Abbinden gleichmaéBig auszuspannen, da sie das Bestreben hat, sich 
zu verkiirzen. Schwierig wurde diese indirekte Messung bei dem duBerst 
diinnen Mesenterium, da mir keine Mikrowage zur Verfiigung stand. Die 
Membran hat hier ein Gewicht von héchstens 1 mg + 0,2 mg. Die Dicke 
wird also mindestens mit 20°, Wagefehlern bestimmt. Es wurde daher 
folgender Weg eingeschlagen. Mit Hilfe eines geschliffenen Locheisens 
wurden in dem Tiere 5 Stiicke & 1,61 qem aus dem Mesenterium gestanzt 
und diese zusammen gewogen. Es ist so der Wagefehler heruntergedriickt. 
Die erhaltenen Diffusionskonstanten sind aber auch dann nur annahernd 
genau, da das spezifische Gewicht des Mesenteriums nicht bekannt ist; es 
wurde auch zu 1,04 angenommen. 


Die durchschnittlichen Dicken der benutzten Membranen waren: 


Mausemuskeln . . . . . 0,256 mm, Mittel aus 100 Versuchen 
Froschmuskeln. . . . . 0,458 - és oa 18 ie 
Meerschweinchenmuskel . 0,223 ,, os ‘ 4 a 
Meerschweinchen-Zwerch- 

Fae = lh UlhUllC si o 3 - 
Meerschweinchen-Mesen- 

temtum 1... ... @@086 ,, ee e 3 ob 


Die Bestimmung des diffundierenden Stoffes. 


Die Bestimmung der durechgegangenen Zuckermenge erfolgt nach 
Hagedorn-Jensen, wobei meistens mit Zinksulfat-Natronlauge, manch- 
mal aber auch mit Ferrum oxychlorat. dialys. enteiweiBt wurde. Der 
Zuckergehalt der Ausgangslésung, d. h. der Ringer-Zuckerlésung vor dem 
Einfiillen, wurde von 0,5 % an durch Polarisation, unter 0,5°, nach Bertrand 
ermittelt. Anfangs wurde auch die diffundierende Lésung auf eine eventuelle 
Abnahme untersucht, die durchgegangene Menge ist aber in bezug auf das 
groBe Volumen der Ausgangslésung zu klein, so da® diese sich praktisch 
in ihrer Konzentration nicht éndert. Um auch die Abnahme der diffun- 
dierenden Lésung an Traubenzucker messen zu kénnen, muBte bei der sehr 
geringen Menge Traubenzucker, welche die Membran passierte, das Glasrohr 
und das GeféB a mit reiner Ringerlésung und das GefiB 6b mit Ringer- 
Zuckerlésung gefiillt werden. 
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Berechnung und Fehlerbreite. 


Die Diffusionskonstante K des Traubenzuckers fiir die einzelnen 
Membranen wird in diesen Untersuchungen definiert als die Menge 
Glucose in Milligrammen, die in einer Stunde bei 18° bzw. 37,5° durch 
eine Membran von 1 qem und | mm Dicke bei einem Konzentrations- 
gefille von 1 wandert. 

In den Tabellen ist stets die pro 1 Stunde und 37,5° bzw. 2 Stunden 
und 18° und 1 mm Membrandicke bei 100 qmm Flache, d. h. 100 cmm 
Membran durchgegangene Zuckermenge berechnet, als Produkt 
a.d in Milligrammen, wobei a die jeweils durchgegangene Menge 
Glucose fiir die Membran mit der Dicke d bedeutet. Die gefundenen 
Werte zeigen aber eine betrachtliche Streuung. 

Warum die einzelnen experimentell gefundenen Zahlen so stark 
schwanken, ist schwer zu sagen. Als Fehlerquelle kommt zunichst 
die Hagedorn-Jensen-Bestimmung in Frage; diese Methode ist aber 
innerhalb von 5°, genau. Ferner sind die Versuchszeiten mit héchstens 
10%, Fehlern angegeben. Vor allem kommt die Membran selber in 
Betracht: Differenzen in ihrer chemischen Zusammensetzung (Fett- 
gehalt usw.) spielen vielleicht eine Rolle, vielleicht enthalt auch bis- 
weilen die Membran einige besonders durchlassige Stellen, die dann 
ihrerseits eine gréBere Gesamtdurchlassigkeit vortiuschen. Natiirlich 
wurde vor und nach dem Versuch die Membran auf eventuelle Liécher 
bzw. Risse sorgfialtig untersucht; waren Zweifel tiber die absolute 
Intaktheit der Membran vorhanden, so wurden die betreffenden Versuche 
entweder nicht durchgefiihrt bzw. spater verworfen. Jede einzelne 
Teilfrage, z. B. die durchgegangene Menge pro 100cmm Membran bei 
den verschiedenen Konzentrationen des diffundierenden Stoffes, mubte 
durch eine méglichst groBe Zahl von Einzelversuchen bestimmt werden, 
deren Mittelwert darin der Wirklichkeit am nichsten kommt. Der 
Fehler dieses Mittelwertes wurde in der tiblichen Weise berechnet. 

Das Konzentrationsgefille, die Differenz zwischen dem Gehalt der 
diffundierenden und dem der diffundierten Lésung an dem diffun- 
dierenden Kérper, bleibt in unseren Versuchen nicht genau konstant. 
Der Gehalt der diffundierenden Lésung an Traubenzucker hat das 
Bestreben, abzunehmen, und der der diffundierten Lésung steigt von 
Null auf eine gewisse Héhe an. Bei den Versuchen, wo 6 und Rohr 
oder a und Rohr die Ringer-Zuckerlésung enthielten, ist die Abnahme 
der diffundierenden Lésung an Traubenzucker so gering, dab die Kon- 
zentration praktisch als konstant anzusehen ist'. Zur Berechnung 


1 Es wurde anfangs standig die diffundierende Lésung auch auf ihren 
Zuckergehalt nach dem Versuch untersucht. Auch bei 0,2 °,iger Ausgangs- 
lésung konnte keine Abnahme festgestellt werden. Die Belegzahlen dariiber 
sind aus Raumersparnisgriinden nicht in den Tabellen mit angefiilrt. 
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von A wurde dann als Konzentrationsgefalle die Differenz zwischen 
der Konzentration in Prozenten an Glucose der diffundierenden und 
der auch in Prozenten um die Halfte verkleinerten der diffundierten 
Lésung ermittelt. 


a ist fiir Apparat I 2,21 cem, fiir Apparat I 2,13 ecm 
_ ” I oe ws # o9 r= 1,0 ,, 


a+b-+Rohr ,, I 28 «+ oe 9 II = 15,39 .,, 


Bei den Versuchen aber, in denen b mit der Ringer-Zuckerlésung 
und a und Rohr mit reiner Ringerlésung gefiillt wurden, ist die Abnahme 
an Glucose in b zu messen, wihrend der prozentuale Gehalt des dif- 
fundierenden Stoffes in a und Rohr nach dem Versuch so gering ist, 
daB er praktisch zu vernachlassigen ist. Fiir das Konzentrationsgefille 
diente die um die Halfte verringerte Summe aus der Konzentration vor 
und nach dem Versuch. 


Versuchsergebnisse. 


Zunichst einen Uberblick iiber das gesamte Versuchsmaterial: 


A. Méduseseitenrump{fmuskulatur. 
1. Konzentrationsversuche, d. h. Versuche mit verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen am lebenden Muskel; 
2. dasselbe am toten Muskel; 
3. Muskeln von gefiitterten Tieren; 
4. Versuche in gepufferter Ringerlésung; 
5. Versuche in Serum; 
6. Versuche in Serum am toten Muskel; 
7. Konzentrationsversuche bei: Insulintieren; 
8. Insulin bei abgetéteten Muskeln; 
9. ,,.Umkehrversuche* ohne Insulin; 
10. ,, Umkehrversuche* mit Insulin; 
11. Insulin am selben Muskel. 


B. Froschseitenrump{muskulatur. 


1. Muskeln von gewéhnlichen Fréschen; 
2. Muskeln von pankreasexstirpierten Tieren; 
3. abgetétete Muskeln. 


C. Membrane vom Meerschweinchen. 


1. Seitenrumpfmuskulatur ; 
2. Centrum tendineum; 


3. Mesenterium. 


Seren esontes Fare te 


Durchgegangene Menge in mg 
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pro 100cmm Membran 
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Tabelle I zeigt die Versuche mit verschiedenen Zuckerkonzen- 
trationen in der diffundierenden Léisung. Die durchgegangenen Zucker- 
mengen fiir 100 cmm Membran sind proportional dem Zuckergehalt der 
Diffusionslésung. Abb. 2 gibt diese Versuche graphisch wieder, 
zeigt aber auch gleichzeitig die grobe Streuung, die besonders grof ist 
bei den héheren Konzentrationen. Es bedeuten die schwarzen Punkte 
die einzelnen experimentell gefundenen Werte, die Male die daraus 
berechneten Mittelwerte, und das zwischen den 
Kreisen liegende Ordinatenstiick stellt die Fehler- 
breite des Mittelwertes vor. Die aus den ein- 
zelnen Mittelwerten berechneten Diffusionskonstanten 
stimmen, abgesehen von den Versuchen mit 1 und 
15%, die die gréBte Abweichung zeigen, gut 
iiberein. XK betragt im Mittel 0,241 — 0,012. 





a8 
a47—;—} 


“—— 


di] 
«s+ 























Konzentration in % der diffundierenden Lésung 
Abb. 2. 


' . 

Aus Tabelle II ist zunichst ersichtlich, daB dit tote Membran 
etwa dreimal durchlissiger ist als die lebende. Bei Muskeln aus 
Tieren, die reichlich mit Kohlenhydraten ernahrt worden sind, bei 
denen also die Insulinsekretion eine maximale ist, im Gegensatz zu 
den 18stiindigen Hungertieren, ist kaum ein Unterschied gegeniiber 
den Konstanten der Hungertiermuskeln zu konstatieren’. Auch 
die Pufferung der Ringerlésung hatte, wie zu erwarten war, keinen 
EinfluB auf die Permeabilitét der Muskeln. Der erhaltene Wert 
liegt, verglichen mit dem analogen aus Tabelle I, innerhalb der Fehler- 
grenze. Die beiden letzten Versuche in dieser Tabelle sind zur Priifung 
auf das Uberleben der Membranen angesetzt worden. Es wurde namlich 
der Versuch nicht wie sonst nach 60 Minuten, sondern nach 120 Minuten 
unterbrochen. Da die Differenz zwischen der Durchlassigkeit der 


1 S. auch E. J. Lesser, Verhandl. d. Deutsch. Pharmak. Ges. 1927, 8. 32. 
Biochemische Zeitschrift Band 196. 99 
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Versuchsart 


0 





Mittelwert: 


0,8 





Mittelwert: | 


0,4 | 
| 


Mittelwert: 


0,6 








Mittelwert: 








Diffun- 
dierende 
Lésung 


0,192 
0,188 
0,189 
0,190 
0,190 
0,199 
0,190 
0,189 
0,189 
0,189 
0,189 


0,190 


0,293 
0,301 
0,301 
0,286 
0,286 
0,295 
0,295 
0,292 
0,292 
0,295 
0,295 
0,290 
0,290 


0,293 
0,378 
0,378 
0,404 
0,404 


0,399 


0,586 
0,595 
0,566 
0,600 
0,600 
0,576 
0,576 


0,586 








Tabelle I. A. 1. 
fs . Durchgegangene 
"Tee Muskels: 100 yt ow Kt. 
} ae —_ me suche Ed 

0,195 0,192 0.0874 
0,066 0,433 0,0286 
0,191 0,337 0,0634 
0,189 0,206 0,0388 
0,211 0,191 0,0493 
0,207 0,139 0,0287 
0,326 0,273 0,0890 
0,217 0,203 0,0440 
0,292 0,199 0,0401 
0,260 0,199 0,051 
0,178 0,195 0,0340 
o— — /|0,0442+0,0054 11 | 0.987 
0,281 0,264 0,0743 
0,266 0,358 0,0954 
0,113 0,381 0,0429 
0,140 0,341 0,0476 
0,163 0,266 0,0433 | 
0,175 0,406 0,0710 
0,140 | 0,369 00516 | 
0,208 0,500 0,1040 
0,180 0,344 0,0620 
0,136 0,353 0,0481 
0,178 0,338 0,0603 
0,221 0,410 «  0,0905 
»,143 0,430 0,0614 
_ —  0,0655 +0,0056| 13 0,225 
0,424 0,201 0,0851 
0,066 0,403 0,0268 
0,434 0,250 0,108 | 
0,496 0,261 | 0,129 
_ — 0,0872 + 0,022 | 4 | 0,226 
0,254 0,398 0,101 
0,750 0,180 0,135 
0,362 0,423 0,153 
0,478 0,264 0,126 
0,549 0,296 0,165 
0,610 0,209 0,127 
0,581 0,229 0,133 
— 0,134 +0,007 | 7 | 0,234 


| i 
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Tabelle I (Fortsetzung). A. 1. 





Diffun- 
dierende 
Léoung 
0 | 0 


Versuchsart ! 


0 0 


0,808 
0,808 
0,792 
0,792 
0,810 
0,786 
0,786 
0,784 
0,784 
0,784 


0,793 


OS 





Mittelwert: 


0,966 
0,966 
0,994 
0,994 
0,994 
I 0,994 
0,992 
0,992 
0,994 
0,994 





Mittelwert: 


1,488 
1,488 
1,488 
1,488 
1,494 
1,494 
1,494 
1,494 
1,529 
1,529 
1,529 
1,528 
1,528 
1,528 
1,528 


1,508 


1,5 





Mittelwert : 


0.988 : 


Diffundierte 
Lésung 


my 


0,826 
0,819 
0,699 
0.586 
1,295 
1,310 
0,928 
0,744 
0,697 
0,688 


2,366 
2.413 
1,830 
2,853 
1,790 
2.070 
1,592 
1,183 
2.543 
1,993 
1,960 
2,590 
1,962 
1,970 
0,720 


Dicke des 
Muskels 


0,272 
0,345 
0,209 
0,300 
0,234 
0,194 
0,239 
0,171 
0,184 
0,194 


0,194 
0,247 
0,196 
0,268 
0,145 
0,283 
0,152 
0,340 
0,118 
0,194 


0,207 
0,281 
0,425 
0,271 
0,207 
0,207 
0,221 
0,236 
0,149 
0,172 
0,183 
0,172 
0,151 
0,128 
0,164 


Menge pro 
100 cmm Membran 


my, 


0,225 
0,282 
0.146 
0,176 
0,340 
0,254 
0,224 
0,127 
0,128 
0,134 


0,204 + 0,0282 


0,173 
0,186 
0,328 
0,236 
0,131 
0,221 
0,149 
0,199 
0,137 
0,211 


0,197 + 0,0183 | 


0,489 
0,676 
0,778 
0,772 
0,370 
0,432 
0,351 
0,282 
0,363 
0,342 
0,369 
0.440 
0,297 
0,252 
0,445 


0,444 + 0,0434 


10 


10 


15 
29 * 


0,263 


0,203 


0,300 
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Tabelle Il. A. 2. 3. 4. 
Diffun- } “7 . : OR i ‘Durchgegangene vy 
‘ | Diffund: Dicke des Zahl de 
Versuchsart my | pr Muskels 169 ena Membran | = . =. 
ae = me 
0,198 0,478 0,216 0,108 
1. 3° 0,198 0,504 | 0,250 0,126 
$3 0,198 0,526 | 0,282 0,149 
= oof 0,198 0,494 0,273 0,135 
xe 0,196 0,495 0,218 0,109 
“= | 0,196 0,488 0,218 0,107 
(0,196 0,439 0,343 0,151 
Mittelwert: | 0,197 — —  (0,1253+0,0078' 7 | 0,660 
ese ( 0,596 1,570 0,241 0,378 
SS || 0,596 1,780 0,260 0,464 
Sz} 0,592 1,782 0,162 0,288 
be | 0,592 1,538 0,274 0,416 
“5 |) 0,598 1,518 0,213 0,323 
Mittelwert: 0,594 — _ 0,374 + 0,032 5 0,650 
0,573 0,546 | 0,420 0,229 
g 0,573 | 0,286 | 0,396 0,116 
= | 0,504 | 0,442 0,245 0,108 
g so d)s(0,594 0,244 0,318 0,078 
5S)! 0,586 0,318 0,315 0,101 
= | 0,586 0,536 | 0,228 0,119 
3 | 0,620 0,348 0,231 0,080 | 
0,620 0422 0276 | 0116 | 
Mittelwert: | 0,593 _ — 0,118 + 0,0192 | 8 | 0,203 
32 (| (0,610 0,684 0,205 0140 | | 
oS |) 0610 0,990 0,198 0,196 | 
Ex |) 0,610 0,350 0,354 0,127 
Ss | 0,610 0,410 0,254 0,104 
EE || 0,598 0,833 0,195 0,162 | 
~& |) 0,598 0,813 0,213 0,173 
3 | 0,598 0,549 0,201 0,110 | | 
Mittelwert: || 0,605 — — | 0144400128 7 0,244 
| 
i} | 
bai on 0,987 0,228 | 0,214 
0.6%; 2) 9,580 | 145 | 0218 | 0292 
Mittelwert: || 0,580 | — —  (0,253in1»:0,127, 2 | 0,224 
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lebenden und toten Membran groB ist, so miiBte, falls der Muskel im 
Versuch mehr oder weniger abstirbt, die durchgegangene Menge, pro 
100 cmm auf eine Stunde umgerechnet, gréBer als 0,134 sein. Das ist 
nicht der Fall. Der analoge Versuch wurde auch fiir die Froschseiten- 
rumpfmuskulatur ausgefiihrt; dort betrug die Versuchsdauer 3 statt 
2 Stunden. Es gab auch keinen Unterschied (s. 8. 461). Dal die Frosch- 
membranen leichter tiberleben, ist denkbar. Sonst ist auch immer 
versucht worden, méglichst physiologisch zu arbeiten, d. h. schnell 
den Muskel herauszupriparieren und ihn in den Apparat zu bringen, 
der Membran geniigend Sauerstoff zuzufiihren, den Versuch bei der 
Koérpertemperatur der betreffenden Tierart anzusetzen usw., wie es 
in der Methode naher beschrieben ist. Bei den Froschmembranen wurde 
stets das Zucken beim Festschrauben der MetallgefiBe an das Rohr, 
weniger oft auch bei den Mausemuskeln beobachtet. Ja, haufig zuckten 
die Froschmuskeln auch noch beim Ausschneiden der Diffusionsfliche 
zur Dickenbestimmung. Fiir ein Uberleben spricht auch die Beobachtung, 
daB sich die ausgeschnittenen Muskelstiickchen immer stark kontra- 
hierten. Als K ergibt sich im Durchschnitt aus den drei Werten (aus 
den Tabellen I] und IV): 0,637. 


Tabelle III zeigt Versuche, bei denen statt der Ringerlésung 
Serum benutzt wurde; es wurde in den beiden ersten Versuchen 
ein Serum angewandt, das aus Meerschweinchenblut erhalten wurde, 
zu allen tibrigen Versuchen diente Rinderserum. Beim Arbeiten mit 
Serum wurde versucht, méglichst steril zu arbeiten. Das Ergebnis 
dieser Versuche ist nun, daB scheinbar die Durchlissigkeit sowohl 
der lebenden als auch der toten Membran verringert ist. Dies Er- 


Tabelle lil. A. 5, 6. 





—_ Diffundierte | Dicke des onan Zahl der 








Versuchsart Lésung | Lésung | Muskels 199 cmm Membran| Vere Ki" 
Pee Ok Se oe ee on oe me ccs NS 
0,324 0,228 0,074 
eos lungefanr/ 0292 01205 0,060 
jerum,0,6%) 6 | 0.279 (0,286 0,079 
Sn he 0,512 0,110 0,056 
Mittelwert: [0,590] ao —  0,0673+0,0085 4 | 0117 
1,915 0,130 0,249 
Abge- 1,847 0,130 0.239 
toteter ungefahr 1,571 0,176 0,276 
Muskel in 0,6 1,501 0,146 0,218 
Serum,0,6% 1,683 0,200 0,337 
1,628 0,183 0,297 


Mittelwert: [0,599] on — | 0269400106 6 | 0,470 
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Tabelle IV. A. 7, 8. 
‘| Ditfune | yan Diche Durchgegangene ih 
- _dieren | 1¢ i | 
Versuchsart =| Lésung | Laoung Muskels 100 ema Mnbeon want od ki» 50 
% | mg mm mg } 
0,185 0.297 0,214 0,0636 
0,184 0,114 0,283 0,0323 
0.180 0.052 0,361 0,0188 
0.193 0,076 0,229 0,0165 
0.193 0196 0,209 0,0410 
— 0,193 0,084 0,196 0,0164 
™ /0 0193 0306 0,168 0,0508 
0.193 O118 0,267 0.0315 
0,193 | 0148 0,177 0,0262 
0.193 0.059 0,285 0.0168 
0.193 0123 0,187 0.0232 
Mittelwert: 0,199 _ —  0,0306 + 0,0046 11 0.1645 
in P - ™ Insulin Brand, 
0,580 0,330 0,287 0,095 | 0,45 Einh. in 
0,580 0423 0,232 0.098 | 100 Zuckers 
Ringerlésung 
Ingulin in 0,584 0,275 0,817 0,086 teh. a” 
Ringerlocong ) 9,084 0,129 0,394 0,051 110 Zucker. 
3 0,591 0,201 0,341 0,069 | oat 
= 0.591 0,269 0,394 0.106 | 100 Zucker- 
= Ringerlosung 
= — Sapte se. 
=) initrenana | 0,593 0,340 0.225 0,077 beans 
S| im Zucker. 0,593 0,425 0,312 0,133 1 Einh. in 
& Ringerlosung | | bn mal 
injecting ( 0,601 0,182 0,224 0,041 03 Binh. pro 
—a in 0,601 0,642 0,302 0,194 Sie Sateest 
Reser ne 0,598 0,504 0,341 0,171 wad 6.2 Elah. 
Ringerlés. als , , \ : 
Ringers ae) 0.595 0.214 0,438 0,097 ae 
lésung,eigents | 0.563 0,151 0,405 0,061 wie alle ane 
lich Insulintier. + : deren Vers. 
Mittelwert: | 0,589 | — —  0,0985 + 0,0124 13 0,169 
1,484) 2.530 0,204 0,516 
1.484 | 2,660 0,166 0,442 
| 1484 | 1,960 0,240 0,470 
| 1484 | 2313 0,140 0,323 
1,488 | 2,050 0.268 0,550 
Insulintiere | 1,488 | o 0,214 — 
1,5° | 1,488 | 1,723 0,209 
es 1488 | 1165 0,204 0,238 
1,506 3,123 0,193 0,603 
| 1,506 | 1,198 0,378 0,453 
| 1,506 | 2140 6,152 0,326 
1,506 | 1,860 0,185 0,343 
Mittelwert: | 1493 — — 0,410 + 0,0322 | 12 0,284 
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Tabelle 1V (Fortsetzung). A. 7, 8. 





| Diffuns Diffune | Dicke | Durchgegangene 





- dierende dierte | des | Men 
Versuchsart Lésung Léeung | Muskels | 100 cnn Vanes | Get dn xe 
"lo } mg mm mg 
; 0,196 0,470 0,318 0,150 
Insulin am) | 0,196 0.516 0,238 0,129 
toten Muskel | 9.196 0,553 0,185 0,102 
os ToD Zacher, | 0196 0,485 0,220 0,107 
“ : 0.199 0583 0176 0,103 
Ringerl : und 
Rinceridsung) | 0199 0,399 0,238 0,095 
02°, 0.199 0.441 0,319 0.141 
0,199 0,555 0,175 0.097 
Mittelwert: 0,198 | — — 0,1153 + 0,0075 | 8 0,601 


gebnis liBt sich wohl am besten mit der gréBeren inneren Reibung 
des Serums erkliren. Mit dem Trauwbeschen Stalagmometer wurde die 
Viskositat des Serums zu 1,82 bestimmt, nach der Apparatur von Hess 
wurde 9 zu 1,89 ermittelt, letzte Methode ist aber weniger genau als 
die Traubesche. Multipliziert man also die jeweils durchgegangene 
Menge pro 100cmm Muskel mit 9 (T7raube), so erhilt man Werte, 
die den analogen nach den Tabellen I und II ahneln: 


0,0673 —- 0.0055 . 1,82 = 0,123 statt 0,134 + 0,007 
und 0,269 — 0,0106 1,82 = 0.490 ,, 0.374 + 0,032. 


Es differieren allerdings die bei den toten Muskeln in, den beiden 
Medien gefundenen Zahlen. Vielleicht wiirde eine gréBere Anzahl von 
Versuchen die Unterschiede ausgleichen, vielleicht steckt aber noch 
eine andere Ursache als die erhéhte Viskositit dahinter. 

Recht schwierig ist es, die Versuche bei Gegenwart von Insulin 
zu beurteilen, die in Tabelle 1V zusammengestellt sind. Es scheint 
namlich, daB die Permeabilitat der Muskeln unter dem Einflu8 des 
Insulins verringert wird, wenn man die durchgegangenen Mengen pro 
100cmm Muskel bei 0.2 und 0,6°, mit den entsprechenden Werten 
aus Tabelle 1 und auch die Konstanten vergleicht. Wie ersichtlich, 
liegen diese Zahlen auBerhalb der Fehlergrenze. Die durchgegangene 
Menge bei 1,5°,, fallt dagegen mit der aus Tabelle I ohne Insulin zu- 
sammen. Es ist ferner nicht mehr die ,,Insulinwirkung* an der toten 
Membran bei 0,2°, Zucker in der Ausgangslésung zu beobachten, was 
zu erwarten war. Es gibt eventuell drei Méglichkeiten, die als Erklarung 
herangezogen werden kénnen. Es kénnte erstens unter dem Einflub 
des Insulins Zucker im Muskel adsorbiert werden und damit die Diffusion 
gehemmt werden. Diese Méglichkeit, die zuniachst vorstellbar ist 
(man denke z. B. an die Untersuchungen von Héusler und Léwi'), 


1 Pfliigers Arch. 210, 238, 1925. 
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die zeigten, daB das Insulin eine Adsorption von Glucose an Blut- De 
kérperchen bewirkt), wurde in Betracht gezogen. Es wurden bei einigen erh 
Versuchen die Muskeln nach dem Wagen schnell nach Cuenca! auf 7 
Zucker verarbeitet, und zwar mit folgendem Ergebnis: — 
‘ 
mg Zucker pro 100g Muskel. ert 
—— da: 
Insulins Versuche Ohne Insulin 
——— : beam me 
494 46.2 Py 
58,0 do 
55,4 Di 
60,0 (T 
24,6 
Mittelwert: 49,5 ge 
ve 
Cuenca fand 55 mg Zucker in 100 g Muskeln, es ist also ersichtlich, Re 
daB eine Adsorption von Zucker nicht stattfindet. Merkwiirdig ist, = 
daB der Zuckergehalt im Muskel nicht erhéht ist, trotz der groBen 
Zuckerkonzentration auf der einen Seite. Dann wire anzunehmen, os 
daB die Permeabilitaét direkt verindert wird, d. h. daB also die Membran Ri 
durchlassiger wird. Dem widerspricht aber das Ergebnis bei 1,5°,, ar 
und in gewisser Weise auch die Ubereinstimmung der Versuche am M 
toten Muskel mit und ohne Insulin. Uber die Frage, ob das Insulin al 
direkt die Durchlassigkeit der tierischen Membranen beeinfluBt, liegen = 
zum Teil ganz widersprechende Ergebnisse vor. So zeigten Cori, = 
Cort und Goltz*, Bernhard*, daB das Insulin auf die Permeabilitit = 
der Leberzellen ohne Einflu8 ist. Pollak* laBt das Urteil, ob eine el 
besondere Wirkung des Insulins auf die Membrane im Organismus 
stattfindet, unentschieden, wenn es einen EinfluB auf die Permea- pe 
bilitat haben sollte, so bestiinde er in einer Verminderung der- de 
selben. Koref und Mautner® zeigten, daB das Insulin eine Steigerung ¥ 
der, Resorptionsfahigkeit bewirkt. Sie fanden unter anderem, dab d 
Curare, mit der Sonde direkt dem Magen eingefiihrt, erst dann seine « 
typisch toxische Wirkung entfaltet, wenn das Tier eine gewisse Menge M 
Insulin erhalten hat. Wenn ihre Untersuchungen nicht eine andere 
v 
Z 
1 l.e. Nur konnten die Muskelstiickchen nicht sofort unter eiskaltem 
Alkohol zerrieben werden, sie muBten abgebunden, geschnitten und dann 
gewogen werden, eine Titigkeit, die 5 bis 10 Minuten erforderte, so dab B 
durch Glykolyse ein Teil des Zuckers verschwinden konnte. | 
2 Journ. pharm. a. exper. therap. 22, 355, 1923. ; 
* Diese Zeitschr. 157, 396, 1925. 
‘ Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 128, 102, 1927. : 
5 Ebendaselbst 118, 151, 163, 1926. 
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Deutung zulassen, so wiirde ihr Ergebnis fiir eine Permeabilitats- 
erhéhung sprechen. ' 

Am plausibelsten erschien nun der SchluB, daB an dem intakten 
iiberlebenden Muskel der Zucker durch das Insulin schneller oxydiert 
oder in andere Stoffe iibergefiihrt wird als ohne Insulin, so daB also die 
erhéhte Oxydation das Diffusionsgefaille vermindert. Bei 1,5°,, miiBte 
dann das Gefille so gro} sein, daB die verstirkte Oxydation nicht 
mehr ins Gewicht fallt. Das trifft scheinbar zu, ob diese Erklirung 
richtig ist, ist schwer zu sagen, ob tiberhaupt die Unterschiede nicht 
doch noch innerhalb der Fehlergrenze liegen, zahlenmaBbig ja nicht. 
Die SchluBfolgerungen sind wieder durch die spiateren Versuche 
(Tabelle VI) zweifelhaft geworden. 

Diese Frage ist ausfiihrlicher und mit zum Teil eindeutigem Er- 
gebnis bearbeitet worden: Gerade an der herausgeschnittenen Muskulatur 
verschiedener Tierarten mit verschiedenster Methodik zeigten eine 
Reihe von Untersuchungen, daB das Insulin eine Erhéhung des O,- 
und Zuckerverbrauchs verursacht!. 

Die Versuche, die Tabelle V wiedergibt, gestatteten infolge einer 
anderen, 8.448 erwaihnten Fiillung der Apparate, die Abnahme der 
Ringer-Zuckerlésung und wie auch sonst die Zunahme an Glucose der 
anfangs zuckerfreien Lésung zu beobachten. Zuniichst ist aus den 
Mittelwerten ersichtlich, daB das Insulin ohne jeden EinfluB ist, daB 
also bei dieser Versuchsanordnung das alte Resultat einer scheinbaren, 
wenn auch schwachen Permeabilitétsverminderung nicht) bestatigt 
werden konnte. Meyerho{, Lohmann und Takane® konnten auch nur 
manchmal an einigen Organschnitten in der Warburgschen Apparatur 
eine erhéhte Oxydation bei Gegenwart von Insulin feststellen. 

In den je ersten acht Einzelversuchen aus Tabelle V war die 
peritoneale Seite des Muskels, im Gegensatz zu allen anderen Versuchen, 
der vorher glucosefreien Ringerlésung zugewandt. Je zwei Versuche 
wurden darauf angesetzt, bei denen dann wie sonst die peritoneale Seite 
der Muskulatur auf der Seite der diffundierenden Lésung war. Es 
scheint aber gleich zu sein, von welcher Seite der Zucker durch den 
Muskel wandert. 

Aus der Tabelle ist ferner zu ersehen, daB eine gewisse Zuckermenge 
verschwunden ist, und zwar etwa ebensoviel wie diffundiert ist. Dal} eine 
Zuckermenge verschwinden mui, ist denkbar, es kommt die Oxydation 


1 Man vergleiche die kurze, aber kritische Zusammenfassung dieser 
Befunde bei B. v. Issekutz und F. Végh, diese Zeitschr. 192, 381 bis 389, 
1928. Literatur s. daselbst. Man sehe auch: EZ. J. Lesser und R. Ammon, 
Der Kohlehydratstoffwechsel der weiBen Maus mit und ohne Insulin. IV. 
Erscheint spéter in dieser Zeitschrift. 

2 Diese Zeitschr. 171, 381 bis 420, 1926. 
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an der lebenden Membran in Frage. Nach Meyerhof' veratmen in 
| Stunde 100 mg Zwerchfell einer Hungerratte etwa 0,150 mg Zucker 
(ungefahrer Mittelwert aus zwei Versuchen), die gleiche Menge Zwerchfell 
einer Insulinratte 0,190 mg Zucker (herausgegriffener Maximalwert !*). 
Wenn diese Zahlen benutzt werden, man als durchschnittliches Gewicht 
der Diffusionsflichen 25 mg ansetzt und annimmt, dab die Zellen der 
Membran nur den Zucker aus der Ringerlésung und nicht aus ihrem 
eigenen Glykogen benutzen, so sind bei den Hungertieren etwa 0,040 mg 
und bei den Insulintieren etwa 0,050 mg Glucose von der verschwundenen 
Zuckermenge in Abzug zu bringen. Diese Zahlen sind aber noch zu 
klein, um den Zuckerschwund zu erklaren. 


In den Versuchen von Tabelle VI sollte die ,,Insulinwirkung™ 
am selben Muskel untersucht werden. Es wurde zu dem Zwecke zunachst 


Tabelle VI. A. 11. 




















1. Fiillung 0,3 °/, 2. Fiillung 0,3 °/) ohne Insulin 
ii’ iat Sey £ . ) a ate 
A Diffundierte Losung —y yay Zahi der Versuche 
my my my 
0,0481 0,294 0,104 
0.0603 0,249 0,084 
0.0905 0,334 0,139 | 
0,0614 0,290 0,125 
Mittele sini: : ae at» A eet + : piel 
ae 0,0634 = 0,113 + 0,012 4 
1. Fullung 0,3 ©), 2. Fiillung 0,3) mit Insulin 
Durchge ang. Menge . a - | Dureb M ca he TF, 
pro 100 =a Membran _Diffundierte Losung pro 100 mm. "Membran | Zeid dor Vessuche 
my mg mg 
0,0954 (218 : 0,0779 
0,0429 0.133 0,0505 
0,0476 0,256 0,0872 
0,0433 0,230 0.0613 
0,0710 0,361 0,1460 
0,0516 0,306 0.1160 
0.1040 0,259 0,1300 
0,0620 0311 0.1070 
Mittele 0 0663 — 0,097 + 0,0129 s 


1 Takane, diese Zeitschr. 171, 407, 1926. 
2 J.c., S. 412. 
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wie sonst der Apparat mit reiner Ringerlésung und einer 0,3 °, igen 
Zucker-Ringerlésung gefiillt, nach einer Stunde durch die Kapillarhihne 
entleert, ausgespiilt und dann von neuem wieder mit denselben Ausgangs- 
lésungen gefiillt, ins Wasserbad gesetzt und fiir 1 Stunde darin gelassen 
(zweite Fiillung). Aus den ersten vier Versuchen der Tabelle ist er- 
sichtlich, daB bei dieser Versuchsanordnung der Muskel in bezug auf das 
Uberleben geschadigt wird, d. h. die Membran ist etwa um das Doppelte 
durchlissiger geworden. Von einer eventuellen ,,Insulinwirkung* 
konnte daher nur wenig zu erwarten sein. In der Tat liegt die 
durchgegangene Menge pro 100 cmm Muskel bei den Insulinversuchen — 
die zweite Fiillung enthielt pro 100 ccm Ringer und 0,3°, Zucker in 
Ringer 0,5 Einheiten Insulin ,,Leo'‘ — innerhalb der Fehlergrenzen 
im Vergleich mit dem analogen Wert aus dem ersten Teil der 
Tabelle. 


Die Versuche mit den Froschmuskeln sind in Tabelle VII zusammen- 
gestellt. Wie ersichtlich, ist die Froschseitenrumpfmuskulatur viel 
weniger durchlassig als die der Mause. Die Mausemuskeln sind etwa 
2,.5mal permeabler fiir Glucose. Es ist ferner kein Unterschied zwischen 
der Muskulatur von gewéhnlichen und pankreasexstirpierten Tieren 
zu finden, so daB also weder von einer Erhéhung noch von einer Ver- 
minderung der Permeabilitat beim Pankreasdiabetes bei dieser Art 
der Untersuchungen gesprochen werden kann'. Bei der geringen 
Permeabilitat der Froschmuskulatur ist es wahrscheinlich tiberhaupt 
schwer, eventuelle Unterschiede aufzufinden. Man miibte dies bei 
Warmbliitlern untersuchen. Ein Versuch, der 3 Stunden dauerte, 
zeigt das gute Uberleben der Froschmuskeln. K auf | Stunde berechnet, 
stimmt mit den anderen K-Werten iiberein. Wahrend die abgetéteten 
Mausemuskeln etwa 2,5mal durchlassiger als die tiberlebenden sind, 
ist die Differenz zwischen den K-Betragen bei den analogen Frosch- 
versuchen bedeutend gréfer. Die toten Froschmuskeln sind etwa 
5,5mal durchlissiger geworden, die K-Werte nahern sich den Diffusions- 
konstanten der abgetéteten Mausemuskeln. K}}, hat den Betrag von 
0,458. Die abgetéteten Muskeln beider Tierarten verlieren ihre 
Individualitat. 


Tabelle VIII gibt schlieBlich die Versuche wieder, die mit ver- 
schiedenen Membranen aus Meerschweinchen angestellt worden sind. 
Zunichst die Seitenrumpfmuskulatur. Da diese bei den erwachsenen 
Tieren zu dick ist, so wurden fiir diese Versuche 1', Tage alte Tiere 
benutzt. Die Konstante, K = 0,286, stimmt etwa mit der der Mause- 
muskeln tiberein. Das Centrum tendineum des Zwerchfells, K = 0,149, 


1 Man vergleiche die eingangs zitierten Arbeiten und Anm. | (S. 442). 
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Tabelle VIII. C. 1 bis 3. 








Diffun» |. Durchgegangene 
‘ Diffundierte Dicke d 
Versuchsart _— | "Léeung ‘ onbies 100 or Fat od =. 
%lo meg mm mg 
| 0,590 0,712 0,275 0,196 
Rumpfseiten- { 0.590 0,893 0,203 0,182 
muskel 0,6°,, | 0,590 0,746 0,182 0,136 
0,590 0.703 0,226 0,159 
Mittelwert : 0,590 — — 0,168 + 0,0066 4 0,286 
Centrum 0,596 1438 | 0.0585 0,083 
tendineum 0,592 1,540 | 0,0585 0,090 
0.6% | 0590 1207 0.0702 008 
Mittelwert : 0,593 _ -- 0,0858 3 0,149 
: 0,600 3,38 0,00598 0,0202 
ao ae |, 0592 | 407 010039 0,0198 
6% | 0590 | 237 ~~ 0.0074 0.0176 | 
Mittelwert : 0,594 a ; o— 0,0192 3 0.0324 


dagegen ist weniger durchlassig als die Mausemuskulatur, noch viel weniger 
permeiert Glucose durch das Mesenterium des Dickdarms, K = 0,0324. 
Wenn auch gerade diese Konstante wegen der ungenauen Dicken- 
bestimmung mit einem mehr oder weniger groBen Fehler behaftet ist. 
so ist doch deutlich ersichtlich, daB das Mesenterium auBerst wenig 
permeabel fiir Traubenzucker ist, im Gegensatz zu den anderen unter- 
suchten Membranen. 


Experimentelle Bestimmungen der Diffusionskonstante fiir Glucose 
in Wasser liegen nicht vor'. Nach Riecke und Thovert ist allgemein der 
Diffusionskoeffizient AK eines Kérpers mit dem Molekulargewicht 1: 

a 
yu! 
wo a eine Konstante von dem Betrage 59,2 bedeutet. Als Diffusionskon- 
stante fiir Traubenzucker in Wasser ergibt sich dann K = 44,2 qem/sec.10". 
Wird diese Konstante auf eine Wassermembran von | mm Dicke 
und 1 qem Querschnitt, auf 60 Minuten bezogen und in Milligrammen 
ausgedriickt, so ergibt sich als K fiir Glucose K = 159. Die Tem- 
peraturverhaltnisse werden in diesen und in den folgenden Schatzungen 
nicht beriicksichtigt. Bevor mit den Versuchen mit den iiberlebenden 
tierischen Membranen begonnen wurde, wurden orientierende Versuche 
angestellt, in denen als Membran die gehirteten Filter Nr. 575 von 
Schleicher und Schiill, Diiren, dienten (Dicke 0,124 mm nach einer 


1 Landolt- Bornstein 1923. 
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Mitteilung der Firma). Es ergab sich als ungefahrer Wert fiir 
Ki}',0: 5,8. Das gehiirtete Filter hemmt mithin die freie Diffusion des 
Traubenzuckers in Wasser um das etwa 30fache. K fiir die tiberlebende 
Mausemuskulatur hat einen Wert von 0,241, d. h. es ist diese Kon- 
stante etwa 650mal kleiner als die fiir Wasser. Noch gréBer ist der 
Unterschied bei den iiberlebenden Froschmuskeln: fiir A}%, wurde 
der Betrag 0,083 ermittelt, mithin ist die Diffusion um das 2000fache 
gehemmt. Bedeutend gréBer noch ist diese Hemmung beim Mesenterium 
mit Ky50 = 0,0324. Hier betrigt die Hemmung gegeniiber der 
Diffusion in reinem Wasser das 5000fache. Die toten Membranen 
sind, wie wir gesehen haben, durchlassiger als die der lebenden. K},"5» 
hat fiir die toten Miusemuskeln einen Wert von 0,637. Hier betriigt 
der Widerstand, den diese Membran der Diffusion in Wasser ent- 
gegensetzt, das 250fache, fiir die toten Froschmuskeln mit einem 
Kik, = 0,458 das 350fache. 


Krogh definiert als Diffusionskonstante die Menge Gas in Kubik- 
zentimetern (0° 760 mm), die durch eine Membran von 1 gem Quer- 
schnitt und 1 « Dicke in einer Minute bei einer Druckdifferenz von 
| Atmosphire wandert (20°). Er findet so fiir die Froschseitenrumpf- 
muskulatur und bei Sauerstoff ein K von 0,14. In Wasser hat K 
einen Wert von 0,34. Die Hemmung betragt hier also nur etwa das 
2.5fache. 


Zusammenfassung. 


In Anlehnung an die Kroghschen Untersuchungen wurden die 
Diffusionskonstanten von Traubenzucker an einigen tiberlebenden 
und abgetéteten tierischen Membranen bestimmt und schitzungsweise 
mit der Diffusion von Glucose in Wasser verglichen. 

Die abgetiteten Membranen sind um das 3- bis 5,5fache durch- 
lassiger als die lebenden. 

Die einzelnen Membranen sind verschieden durchlassig fiir Trauben- 
zucker. 

Das Diffusionsmittel scheint bei der Diffusion eine Rolle zu spielen: 
bei gréBerer innerer Reibung wird die Diffusion verlangsamt. 

Die Versuche mit Insulin lassen keine eindeutige Erklirung zu. 
Es bleibt zweifelhaft, ob durch das Insulin die tiberlebende Membran 
selbst durchlissiger wird, oder, ob an bzw. in der Membran bei Gegen- 
wart von Insulin die Oxydation der Glucose verstarkt und das Dif- 
fusionsgefille dadurch herabgesetzt wird. Letzte Méglichkeit scheint 
am wahrscheinlichsten zu sein. 
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Die erhaltenen Diffusionskonstanten der einzelnen Membrane sind 
in bezug auf den Diffusionskoeffizienten der Glucose fiir Wasser sehr 
klein, zum Teil auBerst klein. 


Herr Dr. £.J. Lesser gab mir die Anregung zu dieser Arbeit, aber 
es blieb nicht bei der bloBen Uberlassung des Themas, sondern er unter- 
stiitzte mich bei diesen Untersuchungen auch standig mit Rat und Tat. 
Bevor er sich auf sein kurzes Krankenlager legte, konnte er noch einige 
Teile des Manuskripts lesen und kritisieren. Infolge seines plétzlichen 
Todes ist es mir nicht mehr vergénnt gewesen, ihm meinen herzlichsten 
Dank fiir seine groBziigige Hilfe auszusprechen. 
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Eine kolorimetrische Mikrobestimmung fiir Phosphate. 


Von 
k. Hlinsherg und K. Lang. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medizinischen Universitatsklinik 
zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 26. Mdrz 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Reihenbestimmungen von Phosphaten in kleinen Fliissigkeits- 
mengen fiihrten uns dazu, eine Methode auszuarbeiten, die auBerordentlich 
einfach zu handhaben ist. Sie erfordert auBerst geringe Fliissigkeits- 
mengen, zirka 0.2 ccm Harn, und liefert recht genaue Resultate. 

Das Prinzip der Methode griindet sich auf der quantitativen 
Fallung der anorganischen Phosphate in essigsaurer Losung bei Gegen- 
wart von Ammoniumsalzen durch Uranylacetat. 

H,PO, + UO,(CH,COO), + CH,.COONH, = 3 CH,COOH 
UO,NH,PO,. 


Das Uranylacetat wird in einer gemessenen Menge im Uberschub 
zugegeben und der unverbrauchte Rest durch die Farbreaktion mit 
Ferrocyankali kolorimetrisch bestimmt. Aus der bekannten zugegebenen 
Menge an Uranylacetat abziiglich des durch die kolorimetrische Be- 
stimmung wiedergefundenen Uberschusses ergibt sich der Teil, der zur 
Fallung als Uranylammoniumphosphat verbraucht wurde. Aus der 
oben angegebenen Gleichung kann daraus das Phosphat berechnet 
werden. 

Ausfiihrung der Bestimmung. 


Erforderliche Lésungen. 


1. Eine n/100 Uranylacetatlésung. Diese enthalt auf 1000 ccm 
2.1215 g des analysenreinen kristallisierten Salzes 


2. Ferrocyankalilésung 0,5°,. 
Biochemische Zeitschrift Band 196. 30 
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3. Acetatgemisch. 105 g Ammoniumacetat und 100 cem Eisessig 
werden gelést und mit Wasser zum Liter aufgefiillt. 


Der Harn, der eiweiSfrei sein muB, wird auf das Zehnfache verdiinnt 
2cem dieser Verdiinnung werden mit 2ccm der Uranylacetatlisung 
sowie 1 ccm Acetatgemisch versetzt und mit Wasser auf 10 ccm auf- 
gefiillt und gut gemischt. Es entsteht ein Niederschlag, den man nach 
einigem Stehen, wenn er sich zu sedimentieren beginnt, abzentrifugiert 
oder abfiltriert. Es ist wesentlich, fiir eine restlose Entfernung des 
Uranylammoniumphosphatniederschlags zu sorgen, da derselbe mit 
Ferrocyankali sonst wieder riickwirts zersetzt wird. 5 ccm des klaren 
Zentrifugats bzw. Filtrats werden in ein Reagenzgias, in dem sich 
2 cem Ferrocyankalilésung befinden, pipettiert; es entsteht eine braun- 
rote Firbung. Man lat mindestens 30 Minuten stehen und kolori- 
metriert dann gegen einen Leerwert, den man sich folgendermaben 
bereitet: 2ccm Uranylacetatlisung werden mit einem 1-ccm-Acetat- 
gemisch versetzt, mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt und gut gemischt. 
5eem werden davon abpipettiert, in 2ccem der Ferrocyankalilésung 
flieBen gelassen und nach derselben Zeit wie die Probe kolorimetriert. 


Bei pathologischen Harnen, die sehr viel oder sehr wenig Phosphat 
erwarten lassen, mul man die Menge des Harns entsprechend variieren. 
Variiert man die Uranylacetatmenge, so ist diese auch dementsprechend 
im Leerwert zu Andern. 


Berechnung: Der kolorimetrische Vergleich ergibt das noch vor- 
handene Uranylacetat. Diesen Wert subtrahiert man von der vor- 
gelegten Menge Uranylacetat und erhalt so das zur Fallung des Phosphats 
benétigte Uranylacetat. Durch Multiplizieren des so erhaltenen Wertes 
mit 0,224 erhailt man das in der angewandten Menge Harn vorhandene 
PO,. Will man auf P oder P,O,; berechnen, so mu8 man mit 0,073 
bzw. 0,167 multiplizieren. Die Berechnung kann man sich vereinfachen 
durch Benutzung der Kurve 1. 


Beispiel der Berechnung. 


Nach obenstehender Vorschrift gearbeitet, ergibe sich eine Kolorimeter- 
ablesung von 13,77 gegen den Leerwert 10,00. Daraus berechnet sich noch 
vorhandenes Uranyl = 10,00/13,77 der angewendeten Menge, also in diesem 
Falle 3,0814 mg, da 4,2430 mg Uranylacetat vorgelegt wurden. Zur Fallung 
des Phosphats wurden demnach 1,1616 mg Uranylacetat verbraucht, 
entsprechend 0,264 mg PO, = 0,132°, PO, im Harn. 


Diskussion der Methode. 


Um ein Bild der Genauigkeit der Methode zu bekommen, arbeiteten 
wir zunichst in reinen Phosphatlésungen bekannten Gehalts. Das 
Ergebnis dieser Versuche zeigen die Tabellen I und II. 
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Tabelle I. 
Vorgelegt wurden 2,1215 mg Urany]. 








Phosphat- Dita Verbrauchtes Gefundenes Berechnetes A A 
losung ablesung* Uranyl O, PO, absolut 
ccm mg mg mg mg 9/4 
5 12,77 0.4588 0.1028 0,095 0,0078 + 8,2 
10 16,64 0,8440 0.1891 0,1901 0,0010 — 85 
15 24.77 1.2612 0.2826 0,2851 0,0025 — 09 
18 35,71 1,5227 0.3412 0,3421 0,0010 — 0,3 
* Kolorimetriert gegen Leerwert = 10,00. 
Tabelle II. 
Vorgelegt wurden 2,1215 mg Uranyl. 
Phosphat- - 7 Verbrauchtes Gefundenes Berechnetes A 
losung | Kolorimeters “ “Uranyl O. PO, absolut A 
ccm mg mg mg mg %6 
18 16,63 1.4856 0.3406 0,3421 0,0015 — 0,45 
21 27,03 1,7303 0.3877 0.3992 0,0115 — 3.0 
24 84,7 1,9949 0,4470 0,4562 0,0092 — 2,0 
27 farblos 2.1215 0.4739 0,4732 0,006 0,0 


* Kolorimetriert gegen Leerwert = 5,00. 


Aus den Tabellen I und Il geht hervor, dal} der giinstigste Meb- 
hereich erreicht wird, wenn 25 bis 75°, des vorgelegten Uranylacetats 
verbraucht sind. Der Fehler in diesem MeSbereich ist kleiner als 1 °,,. 
Graphisch dargestellt, ergibt sich folgende theoretische Kurve 2: 
Der mittlere Verlauf der Kurve von A bis B stellt den giinstigsten 
MeBbereich dar. AuBerhalb desselben bedingt ein geringer Kolorimeter- 
ablesungsfehler bei dem flachen bzw. sehr steilen Verlauf einen unver- 
haltnismaBig groBen Fehler. Die Uranylacetatmenge mu also dem 
Phosphat angepabt werden. Dab man unter diesen Bedingungen auch 
bei sehr kleinen Phosphatmengen befriedigende Resultate erhilt, 
geht aus Tabelle III hervor. 


Tabelle Ill. 


Vorgelegt wurden 1,5911 mg Uranylacetat. 





Phosphat- Kolori Verbrauchtes Gefundenes Berechnetes A 1 
losung - eg Uranyl PO, PO, absolut ' 
com mg mg mg mg "lo 
2 13,57 0,3921 0,0879 0,0950 0,0071 — 7,48 
3 16,47 0,6250 0.1493 0.1426 0,0023 — 1,61 
4 20,63 0,8198 0.1837 0.1901 0.0064 —3,36 
5 29,90 1,0590 0.2373 0,2376 0.0003 — 0,01 


* Kolorimetriert gegen Leerwert = 10,00. 


80* 
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Um die Zuverlassigkeit der Methode fiir den Harn zu_priifen, 
wurden dem Harn wechselnde bekannte Mengen Phosphat zugesetzt 
Uber das Resultat dieser Versuche geben die Tabellen IV bis VI Auf- 





schluB. 
Tabelle 1V. 
Vorgelegt wurden 4,2430 mg Uanylacetat. 
Zugesetztes as Verbrauchtes Getundenes Gefundenes Berechnetes 
osphat Kolorimeter- Uranyl PO, A 
ablesung * 
ccm mg mg mg my 
0 15,74 1,5473 0.3524 — — 
1 17,14 1,7676 0.3960 0.0444 0,0380 
2 18,80 1,9861 0.4404 0,0880 0,0760 
3 19.74 2,0936 0,4691 0,1167 0,1140 
4 21,26 2,2472 0.5035 01511 0.1520 
5 23,54 2.4406 0.5468 0,1944 0,1900 


Kolorimetriert gegen Leerwert = 10,00. 


Tabelle V. 
Vorgelegt wurden 3,3944 mg Uranylacetat. 








Seeciatin : Verbrauchtes Getundenes Getundenes Berechnetes 
Phosphat Kolorimeter+ Uranyl Phosphat ; d 
ablesung 
_ ecm mg mg mg mg 
0 13,83 0,940) 0.2106 —_— whe 
1 14,73 1,0953 02454 0,0348 0,0380 
2 15,70 1.2324 0.2761 0.0655 0,0760 
3 17,70 1,4770 0.3309 0,1203 0.1140 
4 19,80 1,6402 0.3675 0.1569 0,1520 
5 21,60 1,8229 0.4084 0.1978 0,1900 
‘ 
Tabelle VI. 
Vorgelegt wurden 3,3944 mg Uranylacetat. 
Zugesetztes ‘ i Verbrauchtes Gtntom Gefundenes Berechnetes 
Phosphat Kolorimeter. Uranyl Phosphat 
ablesung 
_ ecm mg mg mg mg 
0 12,87 0.7561 0,1694 -- _ 
2 15,07 1.1414 0.2527 0.0863 0,0760 
4 17,60 1,4658 0,3284 0.1590 0.1520 
6 20,87 1,7677 0.3961 0,2267 0.2280 
8 26,40 2.1086 0.4724 0,3030 0,3040 
10 33,50 2.3811 0.5335 0,3641 0,3800 


* Kolorimetriert gegen Leerwert = 10,00. 


Tabelle VII orientiert iiber die MeBbreite der Methode bei Anwendung 
wechselnder Mengen Harn, was in der Praxis einem schwankenden Phosphat - 
gehalt des Harns gleichkommt. 
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Tabelle VII. 


Vorgelegt wurden 3,3944 mg Uranylacetat. 





Verdunnter ae Verbrauchtes Getundenes A fir je 2.5ccm 
_ ———- Urany! PO, des vesdiinnten Teme 
esung 

com my mg mg 
5 12,87 0,7561 0.1694 - 
7.5 15,00 1,1314 0.2535 0.0841 

10,0 17,47 1.4510 0,3251 0.0716 

15.0 26.13 2.0956 0,4695 0,0722 


Die braunrote Farbung beruht auf einem kolloidalen Niederschlag 
von Uranylferrocyanid, und es ist nétig, daB die Farbung in einem 
Milieu erzeugt wird, in welchem die kolloidale Phase erhalten bleibt. 
GroBer Salzgehalt oder zu starke Saurekonzentration stéren, indem sie 
entweder die Bildung des kolloidalen Niederschlags verhindern oder 
eine Ausflockung verursachen. Es ist daher empfehlenswert, in nur 
schwach essigsaurer Lésung zu arbeiten, was durch Zugabe des Acetat- 
puffers bewirkt wird. Die Entwicklung der Farbe ist nach unseren 
Erfahrungen friihestens nach 30 Minuten maximal, bleibt aber dann 
fiir mehrere Stunden unverindert. Oxalate, Citrate und Fluoride 
hemmen auch schon in geringen Konzentrationen das Auftreten der 
Farbung. 

Die Methode kann auch zur Bestimmung des Magnesiums ver- 
wendet werden. Zu diesem Zwecke fallt man das Magnesium in bekannter 
Weise als Magnesiumammoniumphosphat und zerlegt diesen Nieder- 
schlag nach dem Auswaschen mit 0,1 bis 0,2 cem n/10 Salzsiure. Das 
Phosphat bestimmt man dann in der oben angegebenen Weise. 
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Prinzipiell steht der Anwendung dieser Methode zur Bestimmung 
des anorganischen Phosphors im Blute nichts entgegen. Untersuchunge: 
in dieser Richtung sind im Gange. 


8 — — 
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Abb. 2. 
Zusammenfassung. 


Es wird eine einfache kolorimetrische Mikromethode beschrieben 
auf Grund einer stichiometrischen Gleichung, die gestattet, in sehr 
kleinen Fliissigkeitsmengen Phosphate quantitativ mit einem Fehler 
kleiner als 1°, zu bestimmen. 























Methoden zur quantitativ-chemischen Analyse der Haut. 


I. Mitteilung: 
Allgemeine Prinzipien. 


Von 
Erich Urbach und Paul Fantl. 


(Aus der Universitaétsklinik fiir Syphilidologie und Dermatologie und dem 
Universitatsinstitut fiir medizinische Chemie in Wien.) 


(Eingegangen am 27. Marz 1928.) 


Da die Analyse des Blutes oder von Blaseninhalt uns keineswegs den 
richtigen Einblick in den Chemismus des gesunden oder kranken Haut- 
gewebes zu geben vermag'!, so sind neben diesen intravital vorgenommene 
gewebschemische Untersuchungen unbedingt notwendig. Solche 
chemische Analysen der Haut werden aber nur dann einen klinisch 
praktischen Wert haben kiénnen, wenn uns eine entsprechende Mikro- 
methodik zur Verfiigung steht, d. h. das entnommene Hautstiick mul 
klein sein und der Eingriff mu8 ambulatorisch und ohne wesentliche 
Stérung fiir den Patienten ausgefiihrt werden kénnen. 


Die von uns verwendete Technik ist auBerordentlich einfach. 
An den Motor eines Pantostaten wird eine zahnirzthche Welle montiert, 
in die eine 1 cm im Durchmesser breite, 6mm hohe, stets scharf ge- 
schliffene Kromayersche Stanze* eingepabt ist. Die Stanze, die in 
der Ruhe auf die betreffende Hautpartie aufgesetzt wird, schneidet in 
wenigen Sekunden nach Einschalten des Motors Hautstiicke in stets 
gleicher GréBe und ungefihrem Gewicht von 120 bis 160 mg heraus, 
die an ihrer Basis im Fettgewebe durch einen Scherenschlag abge- 
trennt werden. Jetzt wird der Wundrand mit Chlorithyl aniasthesiert 
und die Offnung mit zwei Nahten oder Klammern geschlossen. Der 
Vorteil dieser Methodik besteht darin, da wir infolge der fast 
schmerzlosen Hautentnahme primir auf eine Anisthesie verzichten 


1 Eine eingehende Besprechung siehe bei Urbach, Zentralbl. f. Haut- 
u. Geschlechtskrankh. 26, 217, 1928. 
? Erhaltlich bei Kutill u. Co., Wien IX, Spitalgasse 7. 
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kénnen, wodurch das Hautgewebe unter physiologischen, véllig unver- 
anderten Bedingungen zur Untersuchung kommt. Bemerkenswert 
erscheint weiter die Beobachtung, dab das ausgestanzte Hautstiick, 
falls man die Stanze nicht zu tief ins Gewebe treibt und vor allem 
Hautvenen, soweit sie makroskopisch sichtbar sind, aus dem Wege 
geht, fast stets blutfrei ist. 

Da das subkutane Fettgewebe als Depotort fiir andere Substanzen, 
auBer fiir Fett, kaum in Betracht kommt, andererseits je nach seiner 
wechselnden Dicke das chemische Resultat beliebig zu beeinflussen 
vermag, ist es fiir vergleichende physiologisch-chemische Unter- 
suchungen unbedingt notwendig, den ausgestanzten Gewebszylinder 
in seinen kutanen und Fettgewebsanteil zu zerlegen. Die priiparative 
Trennung der Kutis vom subkutanen Fettgewebe gelingt, besonders, wenn 
man das ausgestanzte Stiick verkehrt, d. h. am Fettgewebe in die Hihe 
halt und in der sich nun bildenden Taille durchschneidet, bei normaler 
Haut ziemlich leicht, wie wir uns an zahlreichen histologischen Schnitten, 
die von beiden Schichten separat angefertigt wurden, iiberzeugen 
konnten. Bedeutend schwieriger ist die makroskopische Trennung im 
édematésen oder sonst pathologischen menschlichen Gewebe!, aber 
auch bei der normalen Hundehaut. Wollen wir uns vor groben Irrtiimern 
schiitzen, so empfiehlt es sich daher, ausnahmslos den Fettgehalt der 
Cutis zu bestimmen. Denn wenn auch der Lipoidgehalt der Haut 
zwischen 2 und 8%, je nach dem Ernahrungszustand des Individuums 
und der untersuchten Kérpergegend schwankt, so haben wir doch durch 
Vergleich des Fettgehalts zweier paralleler Hautstiicke ein Mab, ob 
anatomisch gleiche Gewebspartien zur Untersuchung gelangten. 

An dieser Stelle wollen wir gleich einfiigen, daB solange eine 
chemische Hauttopographie nicht existiert, stets nur dieselben Haut- 
partien. bei verschiedenen Personen bzw. parallele Kérperstellen bei 
ein und demselben Individuum untereinander verglichen werden diirfen, 
wobei auf das Alter sowie Geschlecht auch entsprechend Riicksicht 
genommen werden muB. 

Die exakte Abpraparation des subkutanen Fettgewebes von der 
Cutis ist aber nicht nur wegen der Kenntnis des Fettgehaltes der Haut 
an sich notwendig, sondern es ist auch sonst ein Vergleich, beziiglich 
welch chemischer Substanz immer, nicht méglich. Obgleich dies seit 
Rubner® und Magnus-Levy*® bekannt ist, hat man sich in den letzten 
Jahren im allgemeinen mit der Berechnung auf die fetthaltige Trocken- 
substanz begniigt, da die meisten Autoren ihre Untersuchungen an 





1 Urbach, Arch. f. Dermat. 1928, 8S. 154. 
2 Rubner, Lehrb. d. Hygiene 1900. 
3 Magnus-Levy, diese Zeitschr. 24, 363, 1910. 
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ziemlich homogenen Organen wie Muskulatur vornahmen. Wie grol 
die Fehlerquellen, hauptsachlich hinsichtlich des Wassergehalts, dabei 
werden kénnen, illustriert sehr schén folgendes Beispiel von Magnus- 
Levy’: ein Muskel kann beispielsweise 2°,, er kann aber auch 17°, 
Fett in der Frischsubstanz enthalten; seine Zusammensetzung sei etwa: 





Trockensubstanz : = rane ‘ 
H,0 Fett Eiweifs Asche fetthaltiger _fettfreier 
fetthaltig fettfrei Trockensubstanz 
a 77 23 21 2 20 1 4,35 48 
b 65.1 34,9 17,9 17 17 0.9 2.6 5,08 


Wahrend also der Aschengehalt in der Frischsubstanz beim fett- 
armen und fettreichen Organ nicht sehr verschieden ist (1 bzw. 0,9), 
erscheint er sehr ungleich, wenn man ihn auf die fetthaltige Trocken- 
substanz bezieht (4,35 bzw. 2.6); dagegen wird die Zahl nahezu tiber- 
einstimmend (4,8 bzw. 5,03), wenn wir sie auf fettfreie Trockensubstanz 
berechnen. Der verschiedene Gehalt an Fett kann daher die Aschen- 
zahlen auBerordentlich beeinflussen; dasselbe gilt natiirlich auch fiir 
die Mineralwerte; durch die Berechnung auf fettfreie Trockensubstanz 
wird dies verhindert. 

Bei dem sehr inhomogen zusammengesetzten Hautgewebe ist aber 
der Aschengehalt derselben so schwankend, dab (wie wir in einer 
folgenden Arbeit zeigen werden) der Gehalt der Cutis an anorganischen 
Substanzen, selbst wenn wir ihn auf fettfreie Trockensubstanz be- 
ziehen, keine miteinander vergleichbare Werte gibt. Daraus ergibt 
sich, daB wir in Zukunft alle Zahlen auf den Aschenwert des betreffenden 
Hautstiickes werden beziehen miissen. 

SchlieBlich ist es notw@ndig, darauf hinzuweisen, dal infolge der 
anatomisch bedingten Inhomogenitaét des Hautgewebes die Fehler- 
quellen bei der gewebschemischen Bestimmung etwas gréBer sind, als 
beispielsweise bei der chemischen Untersuchung des Blutes. 

In den folgenden Mitteilungen werden wir nicht nur Mikromethoden 
zur Bestimmung von Zucker, Harnstoff, Harnsiure, Kreatin, Kreatinin, 
Ca, K, Na, Mg, Cholesterin usw. in der Haut angeben, sondern gleich- 
zeitig auch die mit Hilfe dieser Methode gefundenen Normalzahlen der 
Cutis mitteilen, um so die Grundlagen fiir eine physiologische Chemie 
der Haut zu schaffen. 


1 Magnus-Levy, diese Zeitschr. 24, 363, 1910. 
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Il. Mitteilung: 
Der Zuckergehalt der normalen Haut. 


Von 


Erich Urbach und Paul Fantl. 


(Aus der Universitaétsklinik fiir Syphilidologie und Dermatologie und dem 
Universitatsinstitut fiir medizinische Chemie in Wien.) 


(Eingegangen am 27. Mdrz 1928.) 


Gelegentlich von Untersuchungen iiber die Frage des Zuckergehalts 
der Haut unter pathologischen Verhiltnissen waren wir genétigt. 
uns Normalzahlen zu verschaffen, da bei der Durchsicht der Literatur 
nur spirliche und da noch widersprechende Angaben sich finden 
Besonders zwei Arbeiten, welche sich ausfiihrlich mit diesen befassen. 
seien hervorgehoben. So hat Palmer’ in der normalen Tier- und 
Menschenhaut nur Spuren bis héchstens 20 mg-°, reduzierenden 
Zucker gefunden bei einem Blutzuckerwert von durchschnittlich 
110 mg-®%, wahrend Folin, Trimble und Newman? im vergangenen 
Jahre bei Untersuchungen iiber die Verteilung des Zuckers. im 
Tierkérper unter experimentellen Bedingungen im Durchschnitt 
von 25 Hunden fanden, daB die Haut nur eine geringe Menge 
Glykogen, aber um etwa 10°, mehr Zucker enthilt als der Skelett- 
muskel. Sie fanden bei einem Blutzucker von 84 mg-°,, in der Haut 
67 mg-°,, Zucker. Palmer machte seine Untersuchungen an niichternen 
Hunden. Eine Anisthesie wurde vermieden. Die Tétung der Tiere 
erfolgte durch Kopfschlag. Nach rascher Entfernung wurden die 
Gewebe gewogen und sofort in kochendes Wasser geworfen und dann 
zerkleinert. Im ganzen werden fiinf Extrakte bei einer Kochdauer 
von 1 Stunde 45 Minuten hergestellt (700 bis 800 ccm Fliissigkeit 
fiir 50g Gewebe). Nach der EnteiweiBung mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd wird auf ein kleines Volumen gebracht und darin der Zucker 
nach Benedict® bestimmt. 


1 W. W. Palmer, Journ. of biol. Chem. 30, 79, 1917. 
2 Folin, Trimble und Newman, ebendaselbst 75, 263, 1927. 
3S. R. Benedikt, ebendaselbst 9, 57, 1911. 
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Die anderen genannten Autoren arbeiten ebenfalls an niichternen 
Hunden. Die Verarbeitung geschah zunichst ahnlich wie bei Palmer. 
Ein aliquoter Teil des Gesamtauszugs wurde mit Wolframsiure und 
Lloyds Reagens enteiweiBt und der Zucker im Filtrat nach Folin- 
Wu! bestimmt. 

Da wir schon vor dem Erscheinen der Arbeit Folin, Trimble und 
Newman zur Erkenntnis gelangt sind, daB der Hautzuckergehalt etwa 
in der Héhe des Blutzuckers liegt, haben wir uns nur mit Palmer aus- 
einanderzusetzen. 


Zu diesem Zwecke wurden einmal 15,5 g frischer Kaninchenhaut 
nach den Angaben dieses Autors verarbeitet. Die Zeit von der Ent- 
nahme bis zum Aufkochen betrug 1,5 Minuten, so daB also eine Glykolyse 
ausgeschlossen werden kann. Nach vorgeschriebener Enteiweibung 
wurde auf ein Volumen von 100 cem gebracht. Man kénnte annehmen, 
daB beim Eindampfen der fast neutralen Lésung Zuckerverluste auf- 
treten, daher wurden auch aliquote Teile des Filtrats bei schwach 
essigsaurer Reaktion eingeengt. Die Bestimmung des Zuckers geschah 
nach Michaelis®. Wir erhielten nun sowohl in den neutralen wie in 
den essigsauren Filtraten nur Spuren einer Kupferoxydulausscheidung, 
dementsprechend war auch der Permanganatverbrauch auBberst gering 
und der Zuckergehalt etwa 9 mg in 100 g Haut, wahrend das Blut des 
Tieres nach der gleichen Methode 130 mg-°, enthielt. Es ist uns auf- 
gefallen, daB die eisenfreien Hautfiltrate stets viskés waren, bedingt 
durch einen Gehalt an Glutin, welches sich dann weiter noch durch 
die Gerbsiurefillung und durch die Biuretreaktion bei der Zucker- 
bestimmung selbst verriet. Es war also die Zuckerbestimmung durch 
anwesenden Hautleim verhindert worden. Um diese Annahme sicher- 
zustellen, wurden Lésungen von reinster Handelsgelatine mit einer 
den Hautfiltraten entsprechenden Viskositat bereitet. Diesen Losungen 
wurde Traubenzucker in einer Menge zugesetzt, dab schlieBlich die 
Zuckerkonzentration 0,1°, betrug. Auch in diesen Lisungen konnte 
bei der Zuckerbestimmung nach Michaelis nur eine quantitativ nicht 
bestimmbare Kupferoxydulausscheidung beobachtet werden. Wir 
haben schlieBlich noch einen Versuch durchgefiihrt, um zu sehen 
ob in den nach Palmer erhaltenen Hautfiltraten tiberhaupt reduzierender 
Zucker in nennenswerter Menge enthalten ist. 4.4 g Haut wurden, 
wie oben beschrieben, in den Versuch genommen. Die Zuckerbestimmung 
nach Michaelis ergab etwa 11 mg-%. In einem Teile des iibrigen 
Filtrats wurde der Zucker diesmal nach Hagedorn-Jensen*® bestimmt 


1 O. Folin und H. Wu, Journ. of biol. Chem. 51, 367, 1920. 
2 Diese Zeitschr. 59, 166, 1914. 
8 Hagedorn und Jensen, diese Zeitschr. 185, 48, 1923. 
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und 106 mg-®%, gefunden. Durch diesen Versuch ist wohl einwandfrei 
gezeigt, dab die normale Kaninchenhaut nicht blob, wie Palmer 
glaubte, Spuren Zucker enthalt. 

Nun ist es bei Versuchsreihen am Menschen nicht miéglich, so 
grobe Hautmengen, wie bisher angegeben worden ist, zu verwenden 
Wir waren daher bemiht, mit méglichst geringen Mengen auszukommen. 
aber doch zuverlassige Werte zu erhalten. Wenn wir die Bezeichnung 
. Zuckergehalt** verwenden, so sind wir uns dessen bewuBt, daB, wie ganz 
allgemein, auch bei der von uns verwendeten Methode nicht der Zucker 
als solcher, sondern seine Reduktionskraft mit anderen reduzierenden 
Substanzen (Harnsaure, Kreatinin usw.) gemeinsam bestimmt wird. 
Es ist aber bereits verschiedentlich nachgewiesen worden, daB letztere 
quantitativ weit hinter dem Zucker stehen, so geben Ege! und Ras- 
mussen® iibereinstimmend an, daB die sogenannte Restreduktion im 
Blute als Glucose berechnet, den Wert 0,01, das ist ungefaihr 10°,, des 
Normalwertes, nicht iiberschreitet. 

Nach unseren Erfahrungen kénnen wir nun folgende Methode zur 
Zuckerbestimmung in der Haut vorschlagen: 

Die zu untersuchende Hautstelle wird 24 Stunden vor dem Versuch 
glatt rasiert und gewaschen. Am nachsten Tage wird das zu unter- 
suchende Hautstiick blutfrei mit der kleinen elektrischen Stanze von 
Kromayer® entnommen und nach Abtrennen des subkutanen Fett- 
gewebes sofort in 2,5 cem 0,45 °,iger Zinksulfatlésung — welche sich in 
einem Wageglas* befindet — hineingeworfen. Nach genauer Gewichts- 
ermittlung (durchschnittlich 120 mg) wird das Hautstiick mit der 
Schere méglichst zerkleinert und Schere und Pinzette in mehreren 
Portionen mit insgesamt 2.5cem 0,45°,iger Zinksulfatlésung ab- 
gespilt. Zu dieser Gewebsaufschwemmung in 5 ccm Zinksulfatlésung 
wird 1 cem n/10 Lauge zugefiigt und 3 Minuten in einem siedenden 
Wasserbad gehalten. Die weitere Verarbeitung geschieht genau nach 
den Angaben von Hagedorn und Jensen. 

Unbedingt erforderlich ist, mehrere getrennte Bestimmungen 
durchzufiihren, da die Haut kein homogenes Material darstellt. Be- 
sonders wesentlich ist, die Fettschicht so sorgfialtig als méglich abzu- 
trennen, da sie den Zuckerwert auBerordentlich driickt. Unter Beob- 
achtung aller Sorgfalt haben wir bei drei bis vier Nachbarausstanzungen 


1 Ege, diese Zeitschr. 107, 229, 1920. 

2 Rasmussen, Hospitaltidende 1919. 

8’ Urbach und Fantl, siehe vorstehende Arbeit. 

* Das Wageglas hat Eprouvettenform (10cm lang, 1,8¢m Durch- 
messer) und ist mit einem eingeschliffenen Glasstépsel verschlossen. Es 
hat zwei FiiBchen, damit es bequem auf die Wagschale gelegt werden kann, 
ohne daB der Inhalt ausflieBt. 
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mit einem Materialaufwand von 0.3 bis 0,4 g Werte erhalten, welche 
im Maximum um 10°, voneinander abweichen. In 14 Serien mit 
insgesamt 41 Ausstanzungen wurden in der normalen Kaninchenhaut 
teduktionswerte auf Glucose umgerechnet zwischen 89 und 144 mg 
fir 100g Gewebe gefunden. Im Durchschnitt 112 mg-°,,. Dabei 
schwankten die Blutzuckerwerte, welche gleichfalls nach Hagedorn- 
Jensen bestimmt wurden, von 89 bis 125mg Glucose fiir 100 ccm 
Blut (im Mittel 107 mg-°,). 

Diese Zahlen gelten nur fiir die normale Kaninchenhaut. Uber 
die Zuckerspeicherung der Kaninchenhaut nach oraler Zuckerbelastung 
sowie tiber die entsprechenden Zahlen der menschlichen Haut vor und 


nach Belastung bei gesunden und diabetischen Patienten, die sich 
wesentlich von den bei den Kaninchen erhobenen Werten unterscheiden, 
wird in einer weiteren Mitteilung in Kiirze berichtet werden. 


Beitrag zur Frage der €0,-Bindung des Himoglobins. 


Von 


Béla Groak. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der Pazmany - Péter- Universitat in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Mdrz 1928.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Ohne auf die zahlreichen und einander oft widersprechenden 
Angaben tiber die Permeabilitat der roten Blutkérperchen sowie iiber 
die Pufferwirkung des Himoglobins naher einzugehen, méchte ich kurz 
den Ausgangspunkt meiner Untersuchungen streifen. Wie bekannt. 
erhielten Straub und Meyer' bei der Bestimmung der Kohlensaure- 
kapazitat des Blutes bei hohen CO,-Spannungen, und insbesondere, 
wenn sie das Blut vorher ansiuerten, Kurven, die darauf hinwiesen, 
daB das Hamoglobin, sich wie ein Indikator verhaltend, auf CO,-Zufuhr 
erst bei einem gewissen Sauregrade, und zwar bei einem pg von 6,67 
auf die Si&urezufuhr Rae § dann aber bei weiterer CO,-Zufuhr 
eine bestimmte CO,-Menge ohne nennenswerte Anderung des H als 
Carbonat zu binden vermag. Wiederholten sie diesen Versuch in Himo- 
globinlésungen, so zeigte sich, daB der ;,Umschlagspunkt™ sich bis zu 
pu 7.00 verschob. Diesen Unterschied erklarten Straub und Meyer mit 
der Annahme, dab die Plasmahaut der Erythrocyten fiir CO, undurch- 
lissig ist und erst bei py 6,67 durchlassig wird; die Ursache dafiir 
glauben sie in einer Zustandsinderung der die Plasmahaut bildenden 
Kolloide finden zu kénnen. Der Umschlagspunkt des reinen Hamo- 
globins lage bei py 7.00. 


Nun wies schon Michaelis auf den Umstand hin*, da8 Straub und 
Meyer bei der Berechnung des pg nach Hasselbalch einen prinzipiellen 


1 Straub und Meyer, diese Zeitschr. 89, 156, 1918; 90, 305, 1918; 
98, 205, 228, 1919. 
2 Michaelis, ebendaselbst 108, 53, 1920. 
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Fehler begingen, daher die in ihren Kurven verzeichneten ,,Unstetigkeits- 
punkte“ eigentlich Wendepunkte darstellen, und da®B auch im Bereich 
der CO,-Bindung die H nicht unverindert bleiben kann, vielmehr eine stete, 
wenn auch geringe Anderung erfahrt. 


Trotz dieser Korrektion mu man aber nach Straub und Meyers 
Auffassung erwarten, daS jede Saure denselben Effekt ausiibt, sowie, 
daB bei py 6,67 die Blutkérperchen eine plétzliche Erhéhung ihrer 
lonenpermeabilitat aufweisen. 


Bei einem Versuch, diese Umstande fiir andere Zwecke auszuwerten, 
erhielt ich aber Resultate, die mich zur naheren Untersuchung dieser 
Verhiltnisse veranlaBten. 


Zuniachst versuchte ich, die Frage zu entscheiden, ob in dem ge- 
nannten H-Bereich eine Anderung der Leitfahigkeit in Blutkérperchen- 
suspensionen nachzuweisen ist. Dies ist jedoch nicht gelungen. Die 
Versuche ergaben, dab, wenn als Titrierfliissigkeit n/10 Salzsiure 
verwandt. wurde, die Leitfahigkeit der Lisung eine langsame, kon- 
tinuierliche Abnahme erfuhr, die wahrscheinlich auf eine langsame 
Quellung der Zellen zuriickzufiihren ist, da sie bei Titration mit iso- 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Blutkérperchensuspension. Blutkérperchensuspension. 


tonisch gemachter HCl-Lésung sowie bei Titration mit CO, ausblieb, 
und die Leitfahigkeit zeigte in diesen Fallen keine nennenswerte Anderung 
(Abb. 1, Protokoll 1). Damit kann eine plétzliche Zunahme der Ionen- 
permeabilitaét, insbesondere fiir H' als widerlegt betrachtet werden. 
Fiir den Unterschied in Straub und Meyers Versuchen muB daher eine 
andere Erklarung zu finden sein. 


Nun galt es, die Wirkung der verschiedenen Sauren zu untersuchen. 


In einer Versuchsreihe wurden Vollblut und in physiologischer 
Kochsalzléisung suspendierte rote Blutkérperchen unter ansteigenden 
CO,-Spannungen untersucht. Einen derartigen Versuch gibt Abb. 2 
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wieder. Die Kurven von Straub und Meyer sind mit dieser Kurve 
nicht unmittelbar vergleichbar, wenn man aber ihre Versuchsergebnisse 
statt in Vol.-°,, CO, und peo, in pa und peg, umrechnet, ergeben 
sich sehr ahnliche Kurven (Abb. 3) mit dem Unterschiede, daB der 
Bereich der maximalen Pufferwirkung von mir nicht bei py 6,67, 
sondern etwa bei py 6.9 gefunden wurde. 


Dazu ist jedoch zu bemerken, daB Straub und Meyer mit Oxy- 
hamoglobinlésungen gearbeitet haben, wihrend ich bei der elektro- 
metrischen py-Bestimmung H des reduzierten Himoglobins bestimmt 
habe. Der Unterschied wire als der Ausdruck des stirkeren Siaure- 
charakters des Oxyhimoglobins zu deuten. 


Wenn wir den Versuch mit verdiinnter Salzsiure wiederholen 
(Abb. 4, Protokoll 4), ergibt sich eine kontinuierliche Kurve, ohne 
Anzeichen eines Wendepunktes. Die Mengenverhiltnisse sind augen- 
scheinlicher, wenn wir anstatt der zugesetzten Siuremenge die Normalitit 
des Gemisches an der Abszisse 
angeben. Da die Kurve einen 
pu-Bereich von etwa 5,50 bis 
7,60 umspannt, kommt ein 
auBerhalb des untersuchten H- 
Bereiches liegender Wendepunkt 
fiir uns nicht in Betracht. 
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Abb. 3. 
Nach Straub und Meyer Blutkérperchensuspension. 
umgerechnete Kurven. 


Bei dem HC1-Versuch kann demnach eine ahnliche Wirkung des 
Hamoglobins wie bei dem CO,-Versuch nicht beobachtet werden. 


Man kénnte nun zunichst an eine Schutzwirkung der Plasmahaut 
denken, um so mehr, als es ja bekannt ist, da® tierische (und auch 
pflanzliche) Zellen starken Sauren und Basen gegeniiber eine viel 
geringere Permeabilitat aufweisen, als gegen schwach dissoziierte 
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H- und OH’-Verbindungen. Dai wir es aber hier nicht mit einer 
solchen zu tun haben, beweist der Umstand, daB Hamoglobinlésungen, 
mit HCl titriert, den charakteristischen Wendepunkt ebenfalls nicht 
zeigen (Abb. 5 und 6, Protokoll 5 und 6). 
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Abb. 5. Hamoglobinlésung. Abb. 6. Hiamoglobinlésung. 


Zu derselben Feststellung gelangen wir, wenn wir anstatt der Salz- 


siure die viel schwachere Milchsiure gebrauchen (Abb. 7 und 8, Pro- 
tokoll 7 und 8). Wenn wir je- 


4” doch zur Milchsiure noch eine 
r Na-Lactatlisung hinzufiigen, so 
pH kommt eine ganz geringe Wirkung 
zum Vorschein, gleichwie, ob 

tal intakte rote Blutkérpérchen oder 


aber Hamoglobinlésung im System 
vorhanden sind (Abb. 9 und 10, 
Protokoll 9 und 10). 





6,50 
pH 


700 





4 


Zi é 
soure coms n/P Michsaure cm 





Abb. 7. Blutkérperchensuspension, Abb. 8. Hamoglobinlésung. 


Eine einigermafen gesicherte Erklarung lie® sich fiir diese Er- 
scheinung vorerst nicht finden. Man kénnte sich immerhin etwa vor- 
stellen, daB die Saurebindungsfahigkeit des Hiamoglobins gegen 
schwichere Sauren weit ausgepragter, als starkeren gegeniiber, und bei 
Salz- und Milchsiure wegen ihrer geringen GréBe nicht nachweisbar 
ist. Bei der abgepufferten Milchsiure dagegen ist die Bindung soeben 
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noch nachweisbar. Es sei aber ausdriicklich betont, daB fiir diese Ver- 
mutung sich keinerlei zwingende Beweise anfiihren lassen. 

Die Ausnahmestellung des CQ,, die wir hier finden, ist nicht allein- 
stehend. Ich méchte an dieser Stelle nur kurz an das experimentell 
sichergestellte Verhalten einiger biologischer Regulationsmechanismen 
des Kérpers, vor allem an das des Atemzentrums erinnern, welches 
zwar auch auf experimentell zugefiihrte Sauren verschiedenster Art 
anspricht, auf CO,-Zufuhr jedoch weit energischer reagiert, als es der 
Saiurewirkung des CQ, allein entsprechen wiirde, daher auch die 
Mehrzahl der Autoren im CO, den spezifischen, adaquaten Erreger 
des Atemzentrums erblicken méchte. Es wire wohl denkbar, dab auch 
in den Nervenzellen ahnliche Bindungseigentiimlichkeiten eine Rolle 
spielen diirften. 

In weiteren Versuchen konnte der Wahrscheinlichkeitsbefund 
erhoben werden, daB der Unterschied, den Straub und Meyer zwischen 
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Abb. 9. Abb. 10. 
Hamoglobinlésung. Blutkérperchensuspension. 


dem Verhalten des frei gelisten und des in den Blutkérperchen ent- 
haltenen Hamoglobins fanden, durch Salzwirkung, und speziell durch 
die Wirkung der in den Blutkérperchen enthaltenen zweiwertigen 
Anionen, d. h. der Phosphate erklart werden kann. 

Nach der Bjerrumschen Aktivitatstheorie wird namlich die Disso- 
ziation eines Ampholyten durch die daneben gelésten Neutralsalze in 
einer Weise beeinfluBt, die einer horizontalen Verschiebung seiner 
Dissoziationsrestkurve entspricht (Michaelis, Héber u. a.). Da aber 
ein Verschieben des Gipfelpunktes der DR-Kurve einer Verschiebung 
des Umladungspunktes entspricht, muB sich dieser Unterschied in einer 
Anderung der Lage des Wendepunktes der Titrationskurve kundtun. 
Diese Wirkung ist bei mehrwertigen lonen ganz besonders ausgeprigt. 

Schon Straub und Meyer fanden, daB die Unstetigkeitspunkte 
ihrer Kurven durch mehrwertige Anionen stark beeinfluBbar waren, 
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und die Blutkérperchen enthalten geniigend Phosphate, die diesen 
Unterschied verursachen kénnen. Trotz mancher Bedenken, die besonders 
auf den Dissoziationsverhiltnissen der Phosphate fuben, méchte ich 
die Méglichkeit oder Wahrscheinlichkeit dieser Erklarung, die ja auch 
durch experimentelle Daten Straub und Meyers wie auch durch eigene 
Experimente gestiitzt wird, dennoch aufrecht erhalten. 





m CO, 
Abb. 11. 
1. Hamoglobinlésung. II. HamoglobinsPhosphatlésung. 


Abb. 11 und Protokoll 11 zeigen einen derartigen Versuch, wobei 
zu einem Teil der Hamoglobinlésung 1,2°/5, Phosphat zugesetzt wurde. 
Deutlich sieht man die starke Verschiebung des Wendepunktes in etwa 
entsprechender GréBe, wie wir es nach dem Phosphatgehalt der Blut- 
kérperchen erwarten wiirden. 

Zusammenfassend kann mit groper Wahrscheinlichkeit gefolgert 
werden, dap das Héimoglobin die Kohlenstiure bzw. das CO, nicht nur 
als Sdure bindet, sondern daB zwischen den beiden irgend eine spezifische 
Affinitdt besteht, dabei aber die Bindung mit dem Amphcytcharakter 
des Hemoglobins aufs engste verkniipft und \dadurch auch von den an- 
wesenden Neutralsalzen abhdngig ist. 


Methodik. 


Die Leitfahigkeitsbestimmungen geschahen mit der Kohlrausch- 
schen Apparatur. Widerstandsgefai8 mit platinierten Platinelektroden, 
Widerstandskapazitat C sehr konstant 0,6923. Das Titrieren sowie 
in den CO,-Versuchen das Durchleiten des Gasgemisches geschah 
direkt im WiderstandsgefaB, ein Wasserbad sorgte fiir konstante Tem- 
peratur. Stromquelle: Induktor, Nullinstrument: Telephon. Eichung 
des GefiBes mit genau eingewogener KCl-Lésung. Stets mehrere 
Parallelversuche. 

Die px-Bestimmungen wurden teils mit der Michaelisschen Zu- 
sammenstellung, teils mit einem Potentiometer englischer Herkunft 
vorgenommen. Als Elektroden dienten teils kleine Birnenelektroden, 
teils Schaukelelektroden. Gemessen wurde gegen n Kalomelelektrode. 
Bei den Titrationsversuchen wurde aus dem Titriergefab, welches zur 
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Vermeidung von Verdunstung mit eingeschliffenem Glasstépsel ver 
sehen war, die kleine Birnenelektrode jedesmal frisch gefiillt und mit 
Wasserstoff gesattigt, oder die ganze abgemessene Blutmenge wur«: 
in die Schaukelelektrode eingefiillt und das Titrieren in der Elektrod: 
selbst vorgenommen. Bei den CO,-Versuchen wurde die Elektroc 
mit dem betreffenden Gasgemisch durchstrémt. In jedem Falle wurde 
somit das pq des reduzierten Hamoglobins bestimmt. Jeder Versuch: 
wurde in Parallelen ausgefiihrt, und jede Versuchsreihe bestand aus 
mindestens fiinf, meistens tiber zehn Einzelversuchen. Die Parallel. 
versuche wurden stets zu gleicher Zeit, oder, wenn mit verschiedener 
Apparatur, unmittelbar nacheinander ausgefiihrt. 

An Material wurde frisches oder héchstens bis zu 24 Stunden im 
Eisschrank aufbewahrtes Menschenblut verwandt, teils in defibriniertem 
Zustande, teils als Oxalat-, Fluorid- bzw. Hirudinblut. Nennenswerte 
Unterschiede waren nicht zu verzeichnen. Die Blutkérperchensuspen- 
sionen zu den Leitfahigkeitsbestimmungen wurden mit 1 °,,iger Normosal- 
losung bereitet, zu den H-lonenkonzentrationsbestimmungen wurden 
die Blutkérperchen nach fiinfmaligem Waschen in 0,9°,iger Kochsalz- 
lésung suspendiert. 

Die Hamoglobinlésungen wurden durch Hypotoniehimolyse der 
gewaschenen roten Blutkérperchen dargestellt, dann einige Stunden 
lang hochtourig zentrifugiert und abgehoben. 


Anhang. 
Protokolle der in den Abbildungen dargestellten Einzelversuche. 
(Mittelwerte der Parallelbestimmungen.) 


Protokoll la, (Zu Abb. 1.) 


Blutkérperchensuspension in 1° ,iger Normosallésung, 8 cem Suspension, 
5cem Blut entsprechend. Titriert mit n/10 HCl. 





HCI HCl 
zx x 
ccm ccm ‘ Y ; , 
0,0 11,3. 10-3 1.6 9,2.10-3 
0.6 9,5 2.0 9.1 
0.8 9,4 2.4 9,0 
1,2 93 28 8.8 





Protokoll 1b. 


Blutkérperchensuspension, wie a. Titriert mit durch Zusatz von NaC! 
isotonisch gemachter n/10 HCl. Bei Zusatz von 0,5 bis 2,8 cem HCl schwankt 
die spezifische Leitfahigkeit zwischen 9,9 und 9,2. 10—*x. 


Protokoll Ic. 


Blutkérperchensuspension, wie a. Titriert durch CO,-Spannungen von 
0 bis 300mm Hg. Spezifische Leitfahigkeit x schwankt zwischen 4, 
und 5,2. 10-3. 
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Protokoll 2. (Zu Abb. 2.) 
Blutkérperchensuspension in 0,9 °oiger NaCl-Lésung. Titriert durch CQ,. 








PCO Pco, 
mm He Pu mm He Pu 
6 7,86 121 6,95 

12 7,74 152 6,88 
18 7,59 182 6,86 
24 749 212 6,78 
36 7,39 242 6,71 
61 7,23 303 6,56 
91 7,05 


Protokoll 3. 


Berechnung aus den Kurven von Straub und Meyer, enthalten in ihrer 
l.ec. Arbeit. 


Protokoll 4. (Zu Abb. 4.) 
Blutkérperchensuspension, etwa 50°, des Blutes entsprechend, in 0,9 °,iger 
NaCl-Lésung. Titriert mit n/10 HCl. 10cem Suspension. 





n/l0HC!I n/lOHCI 





ccm Pu ccm Pa 

0.0 8,00 (?) 3.0 6,85 
0.5 7,60 35 6,69 
1,0 7,50 4,0 6,50 
1.5 7,33 4.5 6,30 
2.0 7,20 5,0 6,07 
2.5 7,04 6.0 5,46 


Protokoll 5. (Zu Abb. 5.) 


Haimoglobinlésung, etwa 33°, der Blutkonzentration. l0ccem. Titriert 
mit n/10 HCl. 





n/1l0HCI 


ccm Pu 

0,0 7,24 
05 6,83 
1,0 6,45 


Protokoll 6. (Zu Abb. 6.) 


Hamoglobinlésung, etwa 20%, der Blutkonzentration. l0ccm. Titriert 
mit n/10 HCl. 














HCI HCl 
ccm Pu ccm Pu 
0,00 7.43 0,50 6,85 
0.05 7,38 0.55 6,78 
0,25 7.17 0,65 6,64 
0,40 7.02 0.75 6,50 
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(Zu Abb. 7.) 


Hamoglobinlésung, etwa 50% der Blutkonzentration. 5cem. Titriert mit 
n/6 Milchséure und n/6 NaCl zu gleichen Teilen gemischt. 





‘Saure 





Saure 

ccm PH com pH 
0,10 7,30 0,80 6,86 
0,20 7,26 0,90 6,80 
0,30 7,21 1,00 6,71 
0,40 7,14 1,20 6,58 
0,50 7,10 1,40 6.36 
0,60 7,02 1,60 6,16 
0,70 6,93 


Protokoll 8. 


(Zu Abb. 8.) 


Hamoglobinlésung und Titrierfliissigkeit wie 





Saure Saure 
p com ; PH ccm | pH 
0,00 7,11 030 | 6,64 
0,10 6,97 0,40 6,50 
0,20 6,80 
Protokoll 9. (Zu Abb. 9.) 


Hamoglobinlésung wie 7. 


Titrierfliissigkeit n/6 Milchséure und n/6 Na 


lactic. zu gleichen Teilen gemischt. 5 cem Hamoglobinlésung. 





Saure Saure 
ccm Pu _ ecm PH 
0,00 7,73 0,50 6.88 
0,20 7,36 0,60 6,71 
0,30 7,20 0.70 “i 
0,40 7,01 0,80 6,33 


Protokoll 10. (Zu Abb. 10.) 


Blutkérperchensuspension in 0,9 % NaCl, etwa 100 % der Blutkonzentration. 
5ccem. Titrierfliissigkeit wie 9. 





Saure Saure 

com Pu com pH 
0,00 7,55 0,80 6,96 
0,20 7,39 0,88 6,91 
0,30 7,32 1,00 6,85 
0,40 7,25 1,10 6,76 
0,50 7,18 1,20 6,68 
0,60 71 1,30 6,60 
0,70 7,03 1,50 6,42 








2 











uit 





Haimoglobinlésung, etwa 50°, des Blutes. 
einer 5° igen Na-Phosphatlésung je 5 ccm. 
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(Zu Abb. 11.) 


I. fiir sich, IT. mit 0,12 cem 


Titriert durch COQO,. 
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18 
24 
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36 
45 
60 


pu I pu I 
7,21 6,92 
7.13 6,87 
7,06 6,78 
7,04 6,71 
6,95 6,69 
6,90 6,54 
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Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


IX. Mitteilung: 
Die Beeinflussung der Glykolyse des Blutes durch die Hofmeisterschen Reihen. 


Von 
Hl. K. Barrenscheen und Karl Hiibner. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Wien.) 
(Eingegangen am 29. Marz 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Entdeckung des Insulins hat von neuem das Interesse an der 
Glykolyse des Blutes belebt. Die Hoffnung, auf diesem Wege einen 
niheren Einblick in die Wirkungsweise des Pankreashormons zu ge- 
winnen, hat sich jedoch nicht erfillt, und als allgemeines Ergebnis 
kann die Feststellung angesehen werden, daB Insulin weder in vitro 
noch in vivo die Glykolyse beeinfluBt. Ebensowenig hat auch die im 
Zusammenhang mit dieser Frage wieder aufgenommene Untersuchung 
der Glykolyse beim Diabetiker und bei pankreasexstirpierten Tieren 
zu neuen Resultaten gefiihrt. Es hat den Anschein, als ob sich die 
Forschung in dieser Richtung auf einem toten Geleise befainde. Und 
doch sind gerade durch die Untersuchungen der letzten Jahre eine 
Reihe von Tatsachen zutage geférdert worden, welche in ihrer An- 
wendung auf das Problem der Glykolyse vielleicht eine Klarung dieses 
in seinem Wesen und seiner Bedeutung bisher nur wenig aufgedeckten 
Vorganges bringen kénnten. Wir denken hier in erster Linie an die 
grundlegenden Untersuchungen Warburgs, durch welche die Ober- 
flichenkatalyse in ihrer Bedeutung fiir biochemische Vorgiinge erkannt 
wurde. Gerade die Glykolyse der roten Blutkérperchen, welche an 
die Intaktheit der Zellstruktur gebunden ist, legt die Vermutung nahe, 
daB es sich hier um einen an der Oberflache sich abspielenden Prozels 
handelt. Im Rahmen unserer Untersuchungen tiber das Problem des 
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Blutzuckers haben wir auch die Frage der Glykolyse von diesem Gesichts- 
punkt aus in Angriff genommen und wollen in dieser Mitteilung zunachst 
iiber die Wirkung der Hofmeisterschen Kationen- und Anionenreihe 
auf die Glykolyse berichten. 

Der EinfluB8 einzelner Anionen auf die Glykolyse des Blutes ist bereits 
seit langerer Zeit bekannt. Wir erwahnen hier die Aufhebung bzw. Hemmung 
der Glykolyse durch Fluorid, Oxalat und Citrat, sowie die von Rona und 
Arnheim' festgestellte Aktivierung der Glykolyse durch Phosphat und 
Bicarbonat. Speziell die Phosphatwirkung ist in den letzten Jahren wieder- 
holt Gegenstand der Untersuchung gewesen. Unter dem Eindruck der 
Arbeiten von Embden, sowie von Meyerhof und Hill hat sich die Uber- 
zeugung durchgesetzt, daB die Phosphorylierung auch fiir die Glykolyse 
des Blutes obligat sei*. Die Beschleunigung der Glykolyse durch Phosphat- 
zusatz, wie sie in letzter Zeit durch Abraham und Altmann®* neuerlich fest- 
gestellt wurde, schien in diesem Sinne zu sprechen. 


In unseren Untersuchungen, die seit mehr als *, Jahren ab- 
geschlossen vorliegen, wurde die Hojfmeistersche Kationen- und 
Anionenreihe systematisch in einer gréBeren Serie von Versuchen 
geprift. 

Zur Technik sei kurz folgendes bemerkt: Zu den Untersuchungen 
wurden menschliche Erythrocyten verwendet. Das Blut wurde 
niichternen Studenten durch Venaepunctio entnommen, in sterilen 
Kélbchen durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert, auf graduierte, 
sterile Zentrifugenréhrchen gleichmaBig verteilt und zentrifugiert. 
Die zweimal mit steriler Kochsalzlésung gewaschenen Erythrocyten 
wurden mit der entsprechenden isotonischen Salzlésung, die einen 
Gehalt von 0,1°, Glucose hatte, auf das urspriingliche Volumen auf- 
gefiillt und die Suspension bei 37° im Thermostaten gehalten. Wieder. 
holtes Aufschiitteln verhinderte Sedimentierung. In einer Reihe von 
Versuchen wurde so vorgegangen, daB die mit Kochsalz-Glucoselésung 
aufgefiillten Erythrocyten mit der einem Zehntel des urspriinglichen 
Blutvolumens entsprechenden Menge der Salzlisung versetzt wurden. 
Beide Methoden lieferten praktisch das gleiche Ergebnis. Eine weitere 
Reihe von Untersuchungen wurde an defibriniertem Blute durchgefihrt, 
dem jeweils 10 Vol.-°,, der entsprechenden isotonischen Salzlisung 
zugesetzt wurden. Von einer Pufferung wurde, um stérende Einfliisse 
zu vermeiden, abgesehen. Aus den gleichen Griinden wurde auf die 
Zugabe eines Antisepticums verzichtet. Die kurze Dauer der Versuche 
schlieBt einen nennenswerten EinfluB eventueller bakterieller In- 


1 Diese Zeitschr. 48, 35, 1913. 

2 Auf die vielfach kontroversen Arbeiten, welche das quantitative 
Verhalten des PO,-Ions bei der Glykolyse behandeln, soll hier nicht naher 
eingegangen werden. 

3 Klin. Wochenschr. 1927, S. 456 bis 457. 
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fektionen aus. Die Blutzuckerbestimmungen wurden nach der Method 
von Hagedorn-Jensen ausgefiihrt'!. 

Die Kationenreihe — verwendet wurden isotonische Lésungen der 
Chloride von Li’, Na’, K’, NH;, Mg’, Ca” — zeigte nun keinerlei Einfluli 
auf den Ablauf der Glykolyse. Als Beleg mégen nachstehende Tabellen 
dienen, welche Mittelwerte aus je vier gleichartigen Versuchen dar. 
stellen. Zur besseren Ubersicht sind die Ausgangswerte, welche zwischen 
99 und 104 mg-°,, Glucose lagen, auf 100 umgerechnet. 


Tabelle I. 
Erythrocyten mit der entsprechenden isotonischen Salzlésung auf das 
urspriingliche Volumen aufgefiillt. Mittelwerte aus vier Versuchen 





(Versuche 7 bis 10). 


mg+°/, Glucose nach 





Zugesetzte 

Salzlésung 0 Stunden SStunden | 6 Stunden 
OS) Set eee 100 80 64 
faa 100 86 69 
100 82 68 
[aa ...:.. 100 87 67 
As se sate 100 78 66 
nae 100 78 67 


Tabelle II. 


Erythrocyten mit Kochsalz-Glucoselésung aufgefiillt. Zusatz von 10 Vol.-°,, 


isotonischer Salzlésung (Versuche 7a bis 10a). 























Zugesetzte mg+°/9 Glucose nach 

Salzlosung 0 Stunden 3Stunden 6 Stunden 
e's ok Vas 100 81 63 
ee 100 82 67 
ote lai 100 84 68 
et so 100 83 65 
_ , ee 100 83 67 
ee 109 ‘| 87 70 


Die Differenzen in samtlichen Versuchen sind so minimal, dai 
sie innerhalb der Fehlergrenzen fallen. 

Von Anionen wurden zunichst Cl’, Br’, J’, CNS’, NO) und SO; 
untersucht, die ebenso in isotonischer Lésung der Natriumsalze an- 
gewendet wurden. Das Ergebnis war hier ein tiberraschendes. Cl’. 
Br’, J’, CNS’, NO, beeinflussen simtlich die Glykolyse nicht. Héchstens 
kénnte man fiir das Nitrat, eventuell auch fiir das Rhodanid, eine 
leichte Hemmung feststellen. Demgegeniiber zeigte das Sulfation eine 


1 Herrn cand. med. Fr. Kummer sind wir fiir tatkraftige Hilfe bei einem 
Teile der Versuche zu Dank verpflichtet. 
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enorme Beschleunigung der Glykolyse, welche bereits “im Anfang un- 
verkennbar ist und in allen Versuchen zu dem doppelten Betrag der 
von den anderen Anionen erreichten Glykolyse fiihrte (s. Abb. 1 und 
Tabellen III und IV). 

Tabelle III. 


Versuchsanordnung wie in Tabelle I (Versuche 1 bis 4). 











i mg+°/,) Glucose nach 





Zugesetztes lon 





Ba 





| @ Stunden | 3 Stunden 6 Stunden 
See 100 87 68 
| gg AF pee er F 100 85 74 
 - Sf Sas 100 9) 70 
CNS’ 100 90 69 
NOs 100 90 75 
$0” 100 77 32 
Tabelle IV. 





Versuchsanordnung wie in Tabelle II (Versuche la bis 4a). 





mg+°/, Glucose nach 
Zugesetztes Ion —_ 








0 Stunden 3 Stund 6 Stund 
| See 100 90 73 
Ee 100 92 77 
ONG siete: 100 95 70 
es ane 100 94 79 
, aaa 100 93 83 
Ma a 100 76 30 


Wir haben diesen tiberraschenden Befund in einer ganzen Anzahl 
von Kontrolluntersuchungen, die teils wie diese Versuche an gewaschenen 














Erythrocyten, teils an  defibriniertem a. 

Blute, dem jeweils aquivalente Mengen so" 
isotonischer NaCl- bzw. Na,SO,-Lésung 60} FE 
zugesetzt wurden, bestatigen kénnen. > sh at | a 
Die Versuche, welche auch die Frage der § 

Kinetik zu beantworten suchten, sollen & 

aus Griinden der Raumersparnis hier & O a 
nicht ausfiihrlich wiedergegeben werden. Hi y Cl; 
Im quantitativen Ausfall zeigte das Sulfat 3 7?/-~ Br’ 1 
regelmaBig eine Steigerung der Glykolyse 10+ ——_ 
um 100°, und mehr gegeniiber der Kon- ua 
trolle mit Chlorid. Dab diese Wirkung a * 6” 


Zeit in Stunden 
Abb. 1. 


Mittelwerte aus den Versuchen 
der Tabellen III und IV. 


eine spezifische Wirkung des Sulfations 
ist, illustriert Abb. 2 und Tabelle V, 
welche einen Versuch mit defibriniertem 
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Blute wiedergibt, dem gleiche Mengen isotonischer Lésungen von 
NaCl, Na, SO,, K,8SO, (NH,),8O, und MgSO, zugesetzt wurden. 


Tabelle V. 


Defibriniertes Blut. Zusatz von je 10 Vol.-% der isotonischen Sulfatlésung 
(Versuch I]4a). 





mg-°/9 Glucose nach 





Zugesetzte an : —- 

Salzlésung 0 Stunden 2 Stunden 4 Stunden 6 Stunden 
EEE eer 97 74 36 24 
a ae 93 59 27 10 
(NH,),8SO, .... 93 55 34 16 
A ee 95 64 32 15 
err 93 S4 65 42 


Wahrend auch hier die mit Chlorid versetzte Probe weit unter 
den Sulfatansitzen zuriickbleibt. sind die einzelnen Sulfate in ihrer 
Wirkung innerhalb der Fehlergrenzen vollkommen identisch. 
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0 2 - é 0 2* “* 6* 
Zeit in Stunden Zeit in Stunden 
Abb. 2. Abb. 3. 
Versuch 14a, Tabelle V. Versuch 16, Tabelle VI 


Wesentlich schien auch ein Vergleich zwischen der Wirkung von 
Sulfat und der von Phosphat bzw. Bicarbonat, deren férdernder Einflub 
auf die Glykolyse bereits bekannt ist. Eine Anzahl von Versuchen 
zeigte, daB die Wirkung des Sulfats der des Phosphats gleichzusetzen 
ist (s. Abb. 3, Tabelle VI). 
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Tabelle VI. 


Defibriniertes Blut. Die Ansitze mit Phosphat, Borat und Bicarbonat 
gleichmaBig auf py 8,2 gepuffert (Versuch 16), 





mg*° » Glucose nach 


6 Stunden 








Zugesetztes Ion a 


0 Stunden 2 Stunden 4 Stunden 
re ee 102 72 29 10 
ee are a ee 103 81 45 17 
| pa ata: 104 83 63 45 
RS, os layne Uh aye 100 90 81 59 
Se eee 102 93 86 59 


Die scheinbar geringere Wirkung des Sulfats in diesem Versuch 
diirfte auf das Fehlen der Pufferung zuriickzufiihren sein, die im 
Phosphatversuch optimal war. Der Versuch zeigt gleichzeitig in Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen von Abraham und Altmann die 
Uberlegenheit des Phosphats gegeniiber dem Bicarbonat. Ob freilich 
dem Bicarbonat ein spezifisch férdernder EinfluB zukommt, oder ob 
die Uberlegenheit gegeniiber der Kontrolle mit Chlorid nur auf die 
giinstigeren py-Verhialtnisse zuriickzufiihren ist, wollen wir dahin- 
gestellt sein lassen. Die Ergebnisse mit Borat méchten wir nicht im 
Sinne einer spezifischen Wirkung des Bicarbonats. verwenden. Zwar 
zeigte das Borat in simtlichen Versuchen trotz der giinstigeren py-Ver- 
haltnisse keine Steigerung der Glykolyse gegeniiber Cem Chlorid, doch 
kénnte hier eine hemmende Wirkung in Frage kommen. 

Es ist naheliegend, fiir die gleichartige Wirkung von Sulfat und 
Phosphat auch den gleichen Mechanismus verantwortlich zu machen. 
Wie eingangs erwahnt, wird die beschleunigende Wirkung des Phosphat- 
ions heute vorwiegend im Sinne einer Begiinstigung der intermediir 
angeblich notwendigen Phosphorylierung aufgefabt. Die spezifische 
Wirkung des Sulfations nétigt uns jedoch, unsere Anschauung iiber 
den EinfluB des Phosphations zu revidieren. Versucht man, fiir beide 
lonenwirkungen den gleichen Mechanismus heranzuziehen, dann kann 
man die fiir das Phosphat heute geltende Anschauung kaum an- 
erkennen. Wenn wir nach einer den Effekt beider lonen gleichmabig 
beriicksichtigenden Theorie suchen, so kénnte man, von spezifischer 
EinfluBnahme auf die Zelloberfliche abgesehen, vielleicht die Beob- 
achtung von Lebedew' heranziehen, welcher die Aktivierung des Wasser- 
stoffs von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton durch Phosphat und 
Ammonsulfat feststellte. Weitere Untersuchungen, die eine derartige 
Anschauung stiitzen kénnten, sind im Gange. Durch sie und durch 
eine Verfolgung der Kinetik hoffen wir zu einer Klarung der Frage zu 


4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 50, 1927. 





494 H. K. Barrenscheen u. K. Hiibner: Blutzucker. IX. 


gelangen. Aus dauBeren Griinden sehen wir uns jedoch veranlaBt, unsere 


Befunde schon heute zu veréffentlichen. Wir méchten bei dieser Ge- 
legenheit darauf hinweisen, daB diese von uns festgestellte Aktivierung 
der Glykolyse durch das Sulfation vielleicht auch den Schliissel zum 
Verstandnis der giinstigen Wirkung sulfatischer Quellen auf den mensch- 
lichen Diabetes geben kann. 


Zusammenfassung. 


Das Sulfation zeigt eine spezifisch beschleunigende Wirkung auf dic 
Glykolyse menschlicher Erythrocyten, welche mit der des Phosphations 
identisch scheint. Die iibrigen Anionen und Kationen der Hofmeister- 
schen Reihe sind ohne EinfluB auf die Glykolyse. 
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